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madreperlas, coral, ébano, y ámbar, y perfumes placenteros de mil clases. 
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 Entre los diferentes subtipos de cáncer de mama se encuentra el triple negativo, 
denominado así porque las células tumorales de este subtipo presentan baja expresión  o carecen 
de receptores de estrógenos, receptores de progesterona, y receptores del factor de crecimiento 
epidérmico tipo II (HER2). Actualmente no existe una diana específica para el tratamiento de este 
tipo de cáncer de mama, caracterizado por ser muy agresivo, presentar alto riesgo de metástasis, 
un alto índice de recurrencia, y una bajo índice de supervivencia. Debido a la falta de dianas 
moleculares específicas, el tratamiento comúnmente utilizado es la quimioterapia. Dentro de los 
diferentes agentes quimioterápicos, se encuentra la doxorubicina, una antraciclina que produce 
disrupción del DNA y muerte celular. Sin embrago, un gran porcentaje de las pacientes triple 
negativas tratadas con antraciclinas presentan enfermedad residual en los tres años posteriores al 
tratamiento, además de un incremento en el riesgo de mortalidad. Los mecanismos de 
quimiosensibilidad y quimioresistencia a la doxorubicina todavía no están claros, por lo que el 
estudio de las vías de regulación y posibles dianas específicas podría optimizar la respuesta a este 
tratamiento. En este sentido, los microRNAs (miRNAs) surgen como un nuevo peldaño de 
regulación del cáncer y respuesta a tratamiento.  
 En este trabajo de investigación analizamos los niveles de expresión de miRNAs en líneas 
celulares de cáncer de mama con subtipo molecular triple negativo (MDA-MB-231 y MDA-MB-
468) y luminal A (MCF-7), tras el tratamiento con doxorubicina. Los resultados nos permiten 
establecer grupos de miRNAs que cambian tras el tratamiento y que pueden predecir una 
respuesta diferencial al fármaco. Además, mediante herramientas bioinformáticas, estudiamos la 
posible interacción entre los miRNAs y sus potenciales dianas. Finalmente nos centramos en la 
línea celular triple negativa MDA-MB-231 y en la familia de miRNAs-449, puesto que todos sus 
miembros se sobre-expresan tras el tratamiento. De manera paralela trabajamos con una línea 
celular triple negativa resistente a doxorubicina (MDA-MB-231R) donde medimos la expresión 
tanto de la familia de miRNAs-449 como de sus dianas, y encontramos diferencias significativas 
respecto de las líneas triples negativas sensibles al fármaco. Las pruebas funcionales (tanto de 
sobreexpresión como de inhibición de esos microRNAs) demuestran que esta familia regula vías 
de respuesta al fármaco relacionadas con apoptosis y/o ciclo celular a través de la interacción con 
sus dianas génicas. Por otra parte, realizamos estudios de viabilidad y ciclo celular, con el objetivo 
de analizar el posible papel de estos miRNAs en la respuesta a la doxorubicina a través de la des-
regulación del ciclo celular. Además medimos la expresión de esta familia de miRNAs y de sus 
dianas en pacientes de cáncer de mama triple negativo tratadas con antraciclinas. En conjunto, los 
resultados obtenidos indican que esta familia de miRNAs puede mediar, al menos en parte, la 
respuesta al fármaco, y que su sobre- o infra- expresión conducen a cambios en la sensibilidad o 
la resistencia al tratamiento respectivamente. 
   
 SUMMARY 
 Among the different subtypes of breast cancer is the triple negative, so named because 
the tumor cells of this subtype have low expression or lack estrogen receptors, progesterone 
receptors, and type II epidermal growth factor (HER2) receptors. Currently there is no specific 
target for the treatment of this type of breast cancer, characterized by being very aggressive, 
presenting high risk of metastasis, a high rate of recurrence, and a low survival rate. Due to the 
lack of specific molecular targets, the commonly used treatment is chemotherapy. Among the 
different chemotherapeutic agents is doxorubicin, an anthracycline that causes DNA disruption 
and cell death. However, a large percentage of triple negative patients treated with anthracyclines 
have residual disease within three years after treatment, in addition to an increased risk of 
mortality. The mechanisms of chemosensitivity and chemoresistance to doxorubicin are still 
unclear, so that the study of regulatory pathways and possible specific targets could optimize the 
response to this treatment. In this sense, microRNAs (miRNAs) arise as a new step of cancer 
regulation and response to treatment. 
 In this research we analyzed miRNA expression levels in breast cancer cell lines with 
triple negative molecular (MDA-MB-231 and MDA-MB-468) and luminal A (MCF-7) subtype, 
after treatment with doxorubicin. The results allow us to establish groups of miRNAs that change 
after treatment and that can predict a differential response to the drug. In addition, using 
bioinformatic tools, we studied the possible interaction between miRNAs and their potential 
targets. Finally, we focused on the MDA-MB-231 triple negative cell line and the miRNAs-449 
family, since all of its members are overexpressed after treatment. In parallel, we worked with a 
doxorubicin-resistant triple negative cell line (MDA-MB-231R) where we measured the 
expression of both the 449-miRNAs family and their targets, and found significant differences 
with respect to drug-sensitive lines. Functional tests (both overexpression and inhibition of these 
microRNAs) demonstrate that this family regulates drug response pathways related to apoptosis 
and / or cell cycle through interaction with their target genes. On the other hand, we performed 
viability and cell cycle studies, with the aim of analyzing the possible role of these miRNAs in 
the response to doxorubicin through the de-regulation of the cell cycle. We also measured the 
expression of this family of miRNAs and their targets in anthracycline treated triple negative 
breast cancer patients. Taken together, the results indicate that this family of miRNAs can 
mediate, at least in part, the response to the drug, and that its over- or under-expression leads to 
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 1. Etiología del cáncer de mama 
 1.1 Fisiología de la mama 
 La mama es una glándula cuya función es la producción de leche durante el período de 
lactancia. Está constituida por múltiples lóbulos y lobulillos donde se produce la leche, unidos 
por una serie de tubos denominados ductos o conductos galactóforos que conducen la leche hacia 
el pezón. También contiene vasos sanguíneos cuya función es proporcionar sangre a la glándula 
y vasos linfáticos, que son los encargados de recoger la linfa.  Los vasos linfáticos confluyen en 
pequeñas formaciones redondeadas denominados ganglios linfáticos. Los ganglios linfáticos más 
cercanos a la mama se encuentran en la axila y a ambos lados del esternón (hueso situado en la 
parte anterior del tórax).  La glándula está rodeada de tejido graso que proporciona consistencia 
y volumen a la mama (Figura 1).  Desde el nacimiento hasta la edad adulta, las mamas sufren más 
cambios que ningún otro órgano. Bajo el influjo de las hormonas femeninas (estrógenos y 
progesterona), las mamas crecen durante la pubertad y se ven influenciadas en la edad 
reproductiva por los ciclos menstruales. En la menopausia, los niveles hormonales descienden y 
gran parte de la glándula mamaria se atrofia y es sustituida por grasa. 
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 1.2 Origen del cáncer de mama 
 A grandes rasgos, las características generales del cáncer comprenden seis capacidades 
biológicas adquiridas durante el desarrollo de los múltiples pasos que tienen lugar en la formación 
de los tumores humanos. Estas características incluyen el mantenimiento de la señalización 
proliferativa, la evasión de los supresores del crecimiento, la resistencia a la muerte celular, el 
desarrollo de la inmortalidad replicativa, la inducción de la angiogénesis, y la activación de la 
invasión y la metástasis. En la última década se han añadido dos nuevas características 
emergentes, la reprogramación del metabolismo energético y la evasión de la destrucción inmune. 
Además de las células del cáncer, los tumores muestran otra dimensión de complejidad: contienen 
un repertorio de células reclutadas, aparentemente normales, que contribuyen a la adquisición de 
las características mencionadas anteriormente, mediante la creación de un ''microambiente 
tumoral'' (1). 
 El tejido mamario normal está compuesto por células epiteliales y no epiteliales con 
diferentes perfiles moleculares y grados de diferenciación (2). Además, en las células del tejido 
mamario normal, en ocasiones se generan clones anormales que pueden contribuir al desarrollo 
de lesiones pre-neoplásicas y tumorales. Las células epiteliales se caracterizan por una capacidad 
proliferativa que puede alterarse y contribuir a la carcinogénesis, pudiendo actuar algunas como 
precursoras de distintos tipos de cáncer de mama (3). Se ha descrito un fuerte contraste respecto 
a la expresión génica entre el epitelio normal de la mama y el epitelio de los tumores de mama. 
(4, 5). Este tipo de cáncer presenta una extensa heterogeneidad intra- e inter-tumoral. Se han 
sugerido diferentes vías de progresión para cada tipo de tumoral. Las distintas células de origen 
(por ejemplo, células madre del cáncer) y los eventos genéticos y epigenéticos específicos de cada 
subtipo tumoral son dos posibles hipótesis, no necesariamente excluyentes: según la hipótesis de 
las células de origen, cada subtipo tumoral se iniciaría a partir de un tipo celular diferente 
(presumiblemente célula madre o progenitora), mientras que en la segunda hipótesis la célula de 
origen puede ser común para diferentes subtipos tumorales y el fenotipo tumoral se determinaría 
mediante eventos genéticos y epigenéticos adquiridos (6)(Figura 2). 




Figura 2. Representación gráfica de las hipótesis sobre el origen de los distintos subtipos de cáncer 
de mama. A) Teoría de las células de origen. B) Teoría de los eventos de transformación genéticos y 
epigenéticos. 
  
 Los ductos de mama normal están compuestos por una membrana basal y una capa de 
células luminales epiteliales y mioepiteliales. Las células que componen el estroma incluyen 
varios leucocitos, fibroblastos, miofibroblastos y células endoteliales. Según el modelo hipotético 
de la progresión del cáncer de mama, en los carcinomas in situ las células mioepiteliales se alteran 
de manera epigenética y fenotípica y su número decrece, debido potencialmente a la degradación 
de la membrana basal. Al mismo tiempo, el número de fibroblastos estromales, miofibroblastos, 
linfocitos y células endoteliales aumenta. La pérdida de células mioepiteliales y de la membrana 
basal da lugar a carcinomas invasivos, en los cuales las células tumorales pueden invadir tejidos 
adyacentes y migrar a órganos distantes, dando lugar eventualmente a metástasis (7). 
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 1.3 Incidencia 
 El cáncer de mama es el cáncer más frecuentemente diagnosticado y la principal causa de 
muerte por cáncer entre las mujeres en todo el mundo, con una estimación de 1.7 millones de 
casos y 521.900 muertes en 2012 (9). El cáncer de mama representa por sí solo el 25% de todos 
casos de cáncer y el 15% de todas las muertes por cáncer entre las mujeres. Los países más 
desarrollados representan alrededor de la mitad de todos los casos de cáncer de mama y el 38% 
de las muertes. Las tasas de incidencia son por lo general altas en América del Norte, Australia / 
Nueva Zelanda, y Europa Occidental; intermedias en América Central y Europa del Este, América 
Latina y el Caribe; y bajas en la mayor parte de África y Asia (9). Esta variación a nivel mundial 
en las tasas de incidencia de cáncer de mama refleja las diferencias en la disponibilidad de 
sistemas de detección temprana, así como la exposición a factores de riesgo, que incluyen factores 
reproductivos y hormonales tales como una larga historia menstrual, el uso frecuente de 
anticonceptivos orales, y la no maternidad (10). Los factores de riesgo potencialmente 
modificables incluyen el sobrepeso o la obesidad (por cáncer de mama postmenopáusico), el uso 
de la terapia hormonal para la menopausia (combinación de estrógeno y progestina), la inactividad 
física, y el consumo de alcohol (10,11).  
 Entre 1980 y finales de 1990, las tasas de incidencia de cáncer de mama aumentaron 
aproximadamente un 30% en los países occidentales, probablemente debido a cambios en los 
factores reproductivos y al uso de terapia hormonal en la menopausia (12). La disminución de la 
incidencia de principios de la década de 2000 se han atribuido a la reducción del uso la terapia 
hormonal en la menopausia en los países en los que antes era común, tales como los Estados 
Unidos, el Reino Unido, Francia, y Australia (13-18). Además de los cambios en el uso de terapia 
hormonal en la menopausia, la disminución de las tasas de incidencia en países occidentales 
también pueden deberse a la participación en programas de cribado mamográfico (19). Las tasas 
de mortalidad por cáncer de mama se han mantenido o han disminuido desde 1990 en países con 
mayores recursos en América del Norte y Europa. Estas reducciones se han atribuido a la 
detección temprana a través de la mamografía y la mejora del tratamiento (12). Por el contrario, 
las tasas de incidencia de cáncer de mama han ido en aumento en muchos países de América del 
Sur, África y Asia (20). Las razones no se entienden completamente, pero probablemente reflejan 
cambios en los patrones reproductivos, aumento de la obesidad, la disminución actividad física, 
(21), y algunos sistemas de detección de cáncer de mama deficientes. Las tasas de mortalidad en 
estos países también están aumentando (22), muy probablemente debido a los cambios de estilo 
de vida asociados con occidentalización agravada por la introducción tardía de programas de 
cribado de cáncer de mama eficaces y, en algunos casos, el acceso limitado a tratamiento (22, 23). 
La mamografía puede detectar a menudo el cáncer de mama en una etapa temprana, cuando el 
tratamiento es más eficaz. Sin embargo, no todos los cánceres de mama se detectan mediante una 
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mamografía, y algunos tipos de cáncer de mama que son detectados mediante cribado todavía 
tienen un mal pronóstico.  
 1.4 Tipos de cáncer de mama 
 El cáncer de mama se origina anatómicamente en la unidad terminal ducto-lobulillar de 
la glándula mamaria. Cuando el proceso de malignización progresa hacia el conducto se origina 
el carcinoma ductal. Cuando se dirige hacia el lobulillo el resultado es el carcinoma lobulillar. 
 Llamamos cáncer de mama al tumor originado en las células y estructuras de esta 
glándula: dado que la mama es una glándula, este cáncer se conoce como adenocarcinoma. Según 
las características estructurales y el lugar de origen podemos subdividirlo en: 
 Carcinoma no invasivo ("In situ") 
 Se llama así a la proliferación celular maligna que ocurre en el interior del conducto 
mamario, sin traspasar la pared (membrana basal) del mismo, es decir sin invasión o infiltración 
del tejido (estroma) que lo rodea. Se denomina carcinoma ductal in situ o carcinoma intraductal 
si es dentro de un ducto, y carcinoma lobulillar in situ si es dentro de un lobulillo. Hace años, el 
carcinoma lobulillar in situ se consideraba una lesión pre-maligna, sin embargo, en la actualidad 
se entiende como un marcador que identifica a mujeres con un mayor riesgo de desarrollar cáncer 
de mama invasivo. El término más adecuado es el de neoplasia lobular. La incidencia del 
carcinoma ductal in situ ha aumentado en los últimos años. Con frecuencia este tipo de tumor es 
multicéntrico (varias lesiones en la misma mama) y bilateral (afectación de ambas mamas). En la 
actualidad se desconoce qué tumores in situ y qué porcentaje pasan a ser tumores invasivos.  
 Carcinoma invasivo o inflitrante 
 Se llama así a la proliferación celular maligna que traspasa la frontera natural anatómica 
del ducto o el lobulillo, invadiendo el tejido circundante. Fundamentalmente existen dos tipos de 
cáncer de mama invasivo: 
Carcinomas ductales: se originan en las células que revisten los conductos galactóforos 
(conductos por donde circula la leche hacia el pezón). Es el tipo más frecuente, 
representando el 80% de los cánceres infiltrantes de mama. 
Carcinomas lobulillares: se originan en las células de los lobulillos mamarios, donde se 
produce la leche. Su incidencia es mucho menor, del 10%. 
Otros tipos de cáncer de mama menos frecuentes son el medular, el coloide y el tubular. 
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 Carcinoma Inflamatorio de mama 
 En este tipo las células tumorales infiltran los vasos linfáticos y la piel. La mama está 
globalmente enrojecida y caliente, como si estuviese inflamada, porque las células tumorales 
bloquean los vasos linfáticos de la piel. La incidencia es baja, del 1 al 3% de todos los cánceres 
de mama. 
 Enfermedad de Paget 
 Se llama enfermedad de Paget de la mama a una afectación de la piel del pezón y/o de la 
areola, asociado o no a un carcinoma subyacente intraductal (“in situ”) o invasivo. Esta entidad 
se conoce desde finales del siglo XIX, descrita por primera vez por Sir James Paget en 1874. La 
incidencia es muy baja. Menos del 1% de los cánceres de mama se manifiestan de esta forma. Las 
células superficiales del pezón y/o la areola se transforman dentro de la epidermis. Esto da lugar 
a una apariencia de eccema con descamación, eritema y, a veces, exudación. Con el tiempo se 
asocia prurito, hipersensibilidad y dolor. El pronóstico y el tratamiento de la enfermedad 
dependen del tipo de tumor subyacente. Hay que sospechar de esta enfermedad cuando la 
afectación del pezón y/o areola no se resuelve, es unilateral o cuando se asocia a alguna 
nodulación subyacente. El diagnóstico se realiza por estudio citológico de las células desprendidas 
y por biopsia. Cuando no hay nódulo subyacente la mamografía puede ser normal. 
 El crecimiento tumoral puede producirse de manera local (el cáncer de mama crece por 
invasión directa, infiltrando otras estructuras vecinas como la pared torácica -músculos y huesos- 
y la piel), por diseminación linfática (la red de vasos linfáticos que posee la mama permite que el 
drenaje de la linfa se efectúe a varios grupos ganglionares; los ganglios situados en la axila -
axilares- son los más frecuentemente afectados, seguidos de los situados en la arteria mamaria 
interna -zona central del tórax- y los ganglios supraclaviculares -encima de la clavícula-), y 
mediante diseminación hematógena (a través de los vasos sanguíneos preferentemente hacia 
huesos, pulmón, hígado y piel).  
 1.5 Factores pronósticos y predictivos en cáncer de mama 
 Los factores pronósticos se han de diferenciar de los factores predictivos. Un factor 
pronóstico es cualquier medición utilizable en el momento de la cirugía que se correlaciona con 
el intervalo libre de enfermedad o la supervivencia global en ausencia de tratamiento adyuvante 
sistémico y como resultado es capaz de correlacionarse con los antecedentes de la enfermedad. 
En contraste, un factor predictivo es cualquier medición asociada con la respuesta a un tratamiento 
dado (26). El mejor conocimiento del comportamiento tumoral y las nuevas técnicas 
histopatológicas han permitido definir diversos patrones de pronóstico en el cáncer de mama.  
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 1.5.1 Factores hereditarios 
 Mujeres con familiares de primer grado afectados de cáncer de mama tienen un riego tres 
veces mayor de desarrollar esta enfermedad que la población general (27). Este riesgo se 
incrementa si además la edad de desarrollo del cáncer fue temprana o la enfermedad fue bilateral 
(28). Aproximadamente entre el 5 y el 10% de todos los cánceres de mama tienen componentes 
hereditarios. Hasta la fecha, se han descrito distintos genes cuyas mutaciones están relacionadas 
con la aparición de la enfermedad, siendo BRCA1 (29) y BRCA2 (30) (Breast Cancer Associated 
Protein 1 and 2) los mejor estudiados. Estos genes se encuentran mutados, sobretodo en familias 
con cáncer de mama diagnosticado a edad temprana, aunque su mutación también se relaciona 
con pacientes con enfermedad bilateral o con cáncer de mama masculino. Además, estas 
mutaciones también están relacionadas con el cáncer de ovario. Para una mujer portadora de 
mutaciones en el gen de BRCA1, el riesgo de padecer cáncer de mama antes de los 70 años es 
aproximadamente el 65%, mientras que para una portadora de la mutación de BRCA2 es del 45% 
(31). Además de las mutaciones de BRCA1 y BRCA2, también se ha descrito una relación entre 
cáncer de mama familiar y mutaciones en otros genes como TP53 y PTEN (32-33), además de 
otros genes considerados de baja penetrancia.  
 1.5.2 La edad al diagnóstico 
 El cáncer de mama es poco frecuente en mujeres menores de 35 años. En general el riesgo 
de padecer cáncer de mama aumenta a partir de los 45 años y por tanto es a partir de esta edad 
cuando más se vigila su posible aparición (34). Aproximadamente el 95% de mujeres 
diagnosticadas con cáncer de mama lo son después de cumplir los 40 años, y un 45% lo son más 
allá de los 65 años. La edad se ha considerado generalmente como un factor pronóstico 
principalmente por su asociación con la agresividad tumoral, estando asociado el diagnóstico a 
edad temprana con características biológicas de mayor agresividad (35). Las pacientes jóvenes 
(menores de 40 años) tienen un riesgo mayor de desarrollar una recurrencia local cuando son 
tratadas con cirugía conservadora de la mama, en comparación con las pacientes mayores de 60 
años (36). 
 1.5.3 Paridad  
 El riesgo de una mujer de padecer un cáncer de mama está estrechamente relacionado con 
los factores reproductivos. Mientras su importancia etiológica está bien descrita, menos se conoce 
acerca de su influencia pronóstica. Se ha demostrado que en las pacientes mayores de 60 años con 
cáncer de mama, la paridad fue el predictor independiente con mayor significación de 
disminución de las metástasis a distancia y de la supervivencia global. (37) 




 1.5.4 Tamaño tumoral 
 El tamaño del tumor primario es el segundo parámetro en importancia y guarda también 
una relación lineal con el pronóstico. La supervivencia se sitúa en el 90% en tumores menores de 
1 cm y en el 70% en tumores con tamaño de 2 a 5 cm (38). En los últimos años se ha comenzado 
a hablar de otros factores, como son: la presencia de células tumorales en la médula ósea (39,40)   
o en sangre periférica, asociado a mal pronóstico (41) y la infiltración del tumor por linfocitos T, 
asociado a buen pronóstico (42,43).  
 1.5.5 Ganglios axilares 
 La presencia de metástasis en los ganglios axilares es el factor pronóstico más importante 
en el cáncer de mama. Cuando no hay invasión ganglionar, la probabilidad de supervivencia se 
sitúa en torno al 90% a los 10 años de la cirugía, mientras que cuando sí la hay, el riesgo de muerte 
se multiplica por un factor de 4 a 8. La relación es lineal: a mayor número de ganglios afectados, 
peor supervivencia. Series con seguimiento largo indican que, al cabo de 10 años, el número de 
supervivientes no supera el 20% cuando hay 4 o más ganglios infiltrados (44). En la actualidad, 
la biopsia selectiva del ganglio centinela es el procedimiento quirúrgico habitual sobre la axila. 
Diferentes estudios prospectivos han señalado que el ganglio centinela se encuentra afectado por 
el tumor en el 20% de los casos (45). La supervivencia se acerca al 90% si este es el único ganglio 
invadido por el tumor, e incluso supera el 95% en el caso, relativamente frecuente, de que la 
afectación sea en forma de micrometástasis (tamaño comprendido entre 0,2 y 2 mm).  
 1.5.6 El grado histológico 
 Generalmente se considera como un indicador morfológico de la agresividad del tumor 
(46,47). Para calcular el grado histológico de un tumor se tienen en cuenta factores como la 
formación de túbulos, el número de mitosis y si existe pleomorfismo en el núcleo. Todos estos 
factores combinados se miden como grado Bloom-Richardson o como grado Scarff-Bloom-
Richardson (48). En general, se considera de peor pronóstico cuanto más indiferenciadas se 
encuentran las células tumorales. 
 1.5.7 Los receptores hormonales 
 Son principalmente los receptores de estrógenos (RE) y de progesterona (RPG). Ambos 
receptores hormonales se utilizan como guía a la hora se suministrar al paciente la terapia 
hormonal. Clásicamente, se consideran receptores positivos cuando la concentración de proteína 
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en el citosol es igual o mayor a 1 fmol/mg. La presencia de receptores estrogénicos implica que 
las rutas metabólicas relacionadas con el procesamiento de estrógenos se han mantenido activas 
aunque la célula sea cancerígena, particularmente si los receptores de progesterona son también 
positivos, ya que estos receptores se expresan tras la activación transcripcional del gen que lo 
codifica por un complejo estrógenos-RE funcional. La importancia de los receptores estriba en 
que entre el 50-60% de pacientes con RE positivos en sus células tumorales responden 
favorablemente a la terapia hormonal, siendo este porcentaje mayor en los casos en los que los 
RE son más altos o tanto RE como RPG son positivos (49). Además, pacientes RE positivos 
poseen una supervivencia libre de enfermedad mayor tras el tratamiento, una mejor supervivencia 
global y también una supervivencia tras recidiva mayor que las pacientes RE negativos (50). 
 1.5.8 La sobre-expresión del proto-oncogen Her2/neu 
 Se define como proto-oncogén a un locus que está implicado en el crecimiento celular y 
proliferación y cuya forma mutada puede provocar transformación neoplásica (51). Dentro de 
estos proto-oncogenes, el más estudiado hasta el momento en relación con el cáncer de mama es 
ERBB2 (o Her2/neu), gen que codifica para la proteína HER2/neu (Human epidermal growth 
factor receptor 2). HER2 es un receptor tirosina-cinasa de membrana celular implicado en rutas 
de señales de transducción reguladoras del crecimiento y diferenciación celular (52). El 
incremento de este receptor se asocia con mayor recidiva de la enfermedad y peor pronóstico, si 
bien actualmente existen diversos fármacos anti-HER2 tales como trastuzumab y lapatinib y otros 
en estudio como pertuzumab o TDM1 que han mejorado el pronóstico en este subtipo. 
 
 2. Clasificación del cáncer de mama 
 El cáncer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea, compuesta por diferentes 
subtipos con distintas características biológicas, que generan patrones de respuesta diferentes a 
diversas modalidades de tratamiento y por tanto resultados clínicos diferentes. Los sistemas de 
clasificación tradicionales respecto características biológicas, tales como el tamaño del tumor, la 
afectación ganglionar, grado histológico, la edad del paciente, y el estado los receptores de 
estrógeno (ER), receptores de progesterona (PR) y del receptor del factor de crecimiento 
epidérmico humano 2 (HER2 o c-erbB2 ), tienen limitaciones para las estrategias de tratamiento 
a las necesidades del paciente. Además, el aspecto histológico de los tumores puede no ser 
suficiente para establecer las subyacentes alteraciones genéticas y los procesos biológicos 
implicados en el desarrollo y progresión del cáncer. Los tumores con características clínicas y 
patológicas similares pueden tener diferentes comportamientos. Por lo tanto, los estudios 
recientes se han centrado en la definición más detallada de características biológicas con el 
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objetivo de mejorar la estratificación del riesgo del paciente y para asegurar la mayor probabilidad 
de beneficio y la menor toxicidad de una modalidad de tratamiento específica. Los estudios del 
perfil de expresión génica global (GEP “Global gene Expression Profiling” en inglés) han 
proporcionado pruebas para la clasificación cáncer de mama en distintos subtipos, basados en la 
expresión de patrones génicos asociados con la supervivencia del paciente (53,54). Una de las 
áreas de la medicina que más se han beneficiado de la caracterización del genoma ha sido la 
oncología, tanto para entender los mecanismos básicos de los procesos de transformación 
neoplásica, como para el desarrollo de nuevos servicios que proporcionen una mejor evaluación 
del riesgo en estos pacientes. Esto ha proporcionado una nueva área de investigación en oncología 
basada en la caracterización genómica de las neoplasias: la oncogenómica (55).  
 El cáncer de mama constituye uno de los primeros ejemplos de la aplicación de la 
oncogenómica en la práctica clínica. A partir de perfiles moleculares y genéticos se ha conseguido 
una mejor clasificación de los tumores, comprendiendo la heterogeneidad de esta enfermedad y 
revolucionando a su vez el enfoque terapéutico personalizado y aumentando con ello la 
supervivencia y la calidad de vida de las pacientes (56). 
 2.1 Bases moleculares  
 Existen múltiples formas de determinar la expresión génica de un tumor, siendo el uso 
del método de microarray de c-DNA el de mayor difusión en la actualidad. Este procedimiento 
se basa en la hibridación de moléculas de DNA complementario (c-DNA), preparadas a partir de 
RNA aislado del tejido tumoral, con secuencias del genoma humano impresas en un soporte sólido 
(láminas de vidrio o membranas de nitrocelulosa). Con la finalidad de conocer qué genes se están 
expresando en el tumor, el c-DNA es marcado con una molécula fluorescente, la cual será 
posteriormente detectada dependiendo de su longitud de onda (57).  
 2.2 Clasificación molecular  
 Los primeros trabajos que analizaron los cambios en los patrones de expresión génica en 
el tejido mamario se llevaron a cabo por Perou y Sorlie (58) al comparar la expresión génica en 
muestras quirúrgicas de cáncer de mama para obtener “firmas” o “fotografías” moleculares de 
cada tumor. Los resultados de dicho estudio evidenciaron la presencia de diversos fenotipos 
moleculares sugiriendo la existencia de una gran diversidad biológica en los tumores mamarios, 
estableciendo cuatro subtipos principales: 1) Luminal; 2) Similar al basal (basal-like); 3) Similar 
al normal (normal-like) y 4) HER2/ERBB2. Este procedimiento identificó subgrupos de tumores 
más homogéneos con un comportamiento clínico similar. Sin embargo, existe variabilidad de 
respuesta terapéutica dentro de un mismo grupo, planteando la teoría de que diferentes tipos de 
cánceres mamarios están comandados por genes distintos. En un estudio posterior, llevado a cabo 
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en el año 2001 por Sorlie y col (59), se depuró la lista de genes capaces de diferenciar los cuatro 
patrones previamente descritos y reducirla, algo que actualmente se conoce como perfil intrínseco 
de expresión. De esta forma, se han logrado relacionar perfiles de expresión genómica con la 
supervivencia global de las pacientes. En consecuencia, los subtipos ERBB2 y basal parecen 
relacionarse con una menor esperanza de vida. De manera paralela, el grupo de investigación de 
Vant’ Veer y col (60,61) analizó los patrones de expresión de unos 25.000 genes en 117 tumores 
de mama. Al aplicar una medida de clasificación supervisada, se identificó un patrón de 70 genes 
que resultó altamente predictivo para el desarrollo de metástasis a distancia en un periodo de 5 
años en pacientes sin evidencia de afectación ganglionar local. Este trabajo demuestra la utilidad 
de los mapas moleculares para detectar patrones de expresión que tienen un mayor valor 
predictivo que los parámetros clínicos tradicionales. Además, permite reconocer a los pacientes 
que se beneficiarán en mayor o menor proporción del tratamiento adyuvante. Este trabajo es sobre 
el que se apoya actualmente el test de Mammaprint®. Fue en el año 2003, cuando el grupo de 
Sorlie y col (62) modificaron la clasificación, en los patrones de expresión génica que se 
relacionan con el pronóstico o con el riesgo de metástasis. Estos autores dividieron el cáncer de 
mama en dos grandes grupos, basados en la positividad para el receptor de estrógeno (Tabla 1):  
1. Neoplasias de bajo grado (expresan receptores de estrógeno y progesterona)  
2. Neoplasias de alto grado (no expresan receptores de estrógeno ni progesterona, pero en las 
cuales existe una sobreexpresión y/o amplificación de HER2).  
 
Tabla 1. Clasificación de los subtipos de cáncer de mama 
   
  2.2.1 Tumores Receptor de Estrógeno Positivo  
  Este grupo de tumores comprende los tumores luminales, los cuales poseen un 
patrón inmunofenotípico similar al componente epitelial luminal de la glándula mamaria. 
Expresan citoqueratinas de bajo peso molecular (CK7, CK8, CK18, etc), receptores de estrógeno 
y los genes asociados a su activación (LIV1 y CCND1). Habitualmente son de bajo grado 
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histológico y tienen mutación de p53 en menos del 20%. Existen varios subtipos, sin embargo los 
más considerados debido a su elevada frecuencia con el Luminal A y B.  
- Luminal A: es el más frecuente (67%), posee alta expresión de genes relacionados con los 
receptores hormonales y baja expresión de genes relacionados con la proliferación celular. Los 
pacientes con cáncer de mama luminal-A tienen un buen pronóstico; la tasa de recidiva es 
significativamente menor que la de otros subtipos. La recurrencia es común en hueso, mientras 
que metástasis en hígado, pulmón y sistema nervioso central se producen en menos del 10% de 
los pacientes y el tratamiento se basa principalmente en la terapia hormonal (63). 
- Luminal B: presenta unos menores niveles de receptores de estrógeno y altos niveles de genes 
de proliferación celular. 
 Algunos autores han intentado sub-tipificar los tumores mamarios utilizando paneles de 
inmunotinción, como una forma de acercar estos hallazgos a la práctica rutinaria de los 
laboratorios de anatomía patológica. El estudio publicado por Chean y col (63) en el año 2009 
supuso un aporte valioso al estudio de los tumores luminales; probaron un panel de inmunotinción 
constituido por cuatro marcadores, que establecen el estado de los receptores de estrógeno y 
progesterona, HER2/neu y el índice de proliferación determinado por la expresión de Ki-67, el 
cual corresponde a un antígeno nuclear presente en todas las células que se encuentran en la fase 
proliferativa del ciclo celular. Se estudió un total de 357 cánceres de mama con este panel, siendo 
posible la discriminación entre los subtipos Luminal A y Luminal B (65). De esta forma los 
tumores luminales fueron divididos en dos grupos: 
 - Luminal A: receptores de estrógeno o progesterona positivos, HER2/neu negativo, y bajo índice 
de proliferación) 
- Luminal B: receptores de estrógeno o progesterona positivos, HER2/neu negativo e índice de 
proliferación alto.  
Mediante valoraciones inmunohistoquímicas, se determinó que un punto de corte para el valor de 
Ki-67 podría ser el 14% o superior para considerarlo de alto índice de proliferación y así poder 
distinguir los tumores Luminales-B (Tabla 2). 
 
Tabla 2. Clasificación de los tumores receptor de estrógeno positivo. 
  I. Introducción 
15 
 
 Al compararlo con el subtipo Luminal A, el Luminal B se asoció a peores tasas de 
supervivencia en presencia o ausencia de terapia con tamoxifeno y/o quimioterapia. Los tipos A 
y B son de buen pronóstico, pero el tipo B tiene un peor pronóstico que el A, ya que al expresar 
menor cantidad de receptores de estrógeno, la respuesta al tratamiento es menor. No obstante, en 
ambos casos el tratamiento utilizado es la hormonoterapia. Se ha descrito que los tumores RE 
positivo tienen menor respuesta a la quimioterapia comparado con los tumores que no expresan 
dichos receptores. Los tumores Luminales tienen un 6% de respuesta completa a la quimioterapia 
neoadyuvante en comparación al 45% en los subtipos basal y HER2/neu (66).  
  2.2.2 Tumores Receptor de Estrógeno Negativo  
  Existen dos grandes grupos: el subtipo basal y el subtipo con sobreexpresión de 
HER2/neu.  
 Subtipo Basal-like 
 El subtipo basal/mioepitelial se describió originalmente por su patrón de expresión 
inmunohistoquímico, al comprobarse que expresan citoqueratinas de alto peso molecular (CK5 y 
CK7) en sus células mioepiteliales. Este subtipo también expresa c-kit (tirosina quinasa del 
epitelio mamario), factores de crecimiento de hepatocito e insulina, calponina1, caveolina y 
laminina. Fue reconocido como “triple negativo” por ser RE negativo, RP negativo y HER2/neu 
negativo. Presenta además alteraciones en los genes reparadores del DNA. El promotor BRCA1 
está metilado (en el 10% de los tumores de mama esporádicos), ocasionando un silenciamiento 
de su expresión génica o una inactivación transcripcional. El 80% de las mujeres que nacen con 
mutaciones en BRCA1 tienen un subtipo basal, aunque estos casos suponen un pequeño porcentaje 
del total de tumores del subtipo basal, ya que la mayoría son de tipo esporádico (67). Supone entre 
el 2% y el 18% del total de los cánceres de mama y los datos clínicos actuales muestran que es el 
subtipo más agresivo, con una supervivencia global baja, debido a que las terapias endocrinas y 
hormonales son ineficaces en este grupo de tumores. Herschkowitz et al (68) describieron a su 
vez un subtipo dentro del grupo del subtipo basal, conocido como “bajo en claudinas” (claudin-
low). Este subtipo se caracteriza por una baja expresión de los genes implicados en uniones 
estrechas y adherencias célula-célula, incluyendo claudinas 3, 4 y 7, ocludina y cadherina E, y 
muestra alta expresión de genes de transición epitelio-mesenquimal y características de células 
madre. Los pacientes con tumores claudin-low también presentan resultados clínicos 
desfavorables, al igual que otros tumores triples negativos. 
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 Subtipo de sobre-expresión de HER2/neu  
 Este subtipo supone entre el 10 al 15% del total de cánceres de mama y sobre-expresa 
genes ubicados en el cromosoma 17q. Incluyen el gen del EGFR-2 (ERBB2) y el Growth factor 
receptor bound protrein 7 (GRB7), además de sobre-expresar genes de proliferación y presentar 
escasos genes asociados al fenotipo luminal. El ERBB2 es un proto-oncogén que cuando aparece 
amplificado se asocia con caracteres histopatológicos de mal pronóstico, tales como alto grado 
histológico, baja expresión de RE y RP, además de mala respuesta a la terapia (64). Este subtipo 
es particularmente resistente a la terapia hormonal, por la ausencia de receptores hormonales. Sin 
embargo, los tratamientos basados en el anticuerpo monoclonal recombinante 
(Trastuzumab/Herceptin) producen una mejoría significativa de los pacientes. La amplificación 
de ERBB2 y la sobreexpresión de su proteína HER2/neu puede ser evaluada con precisión 
mediante FISH o IHQ. 
 Subtipo Normal-like 
 Estos tumores representan aproximadamente el 5% y el 10% de todos los carcinomas de 
mama. Están pobremente caracterizados y se han agrupado en la clasificación de los subtipos 
intrínsecos con fibroadenomas y muestras de mama normales. Expresan las características 
genéticas de tejido adiposo con un pronóstico intermedio entre luminal y basal, y por lo general 
no responden a la quimioterapia neoadyuvante. Ya que carecen de la expresión de ER, PR y 
HER2, estos tumores también pueden ser clasificados como triples negativos pero no se 
consideran dentro del subtipo basal ya que son negativos para CK5 y EGFR. Existen pocos 
estudios en este subtipo, y su significado clínico sigue sin determinarse. Hay dudas sobre su 
existencia como un subtipo de cáncer de mama y algunos investigadores creen que podría ser un 
artefacto técnico de alta contaminación con el tejido normal durante los microarrays (69).  
 
Tabla 3. Clasificación de los principales subtipos de cáncer de mama y sus características. 
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 2.3 Aplicación de los estudios moleculares: plataformas genómicas  
 Como se ha descrito anteriormente, los estudios que utilizan perfiles de expresión génica 
buscan definir patrones que permitan predecir la evolución clínica que tendrán grupos de 
pacientes muy bien definidos. La enorme cantidad de datos que generan estos estudios deben ser 
evaluados con modelos matemáticos y estadísticos, para determinar aquellos grupos de genes que 
discriminan estableciendo así diferentes plataformas genómicas. Actualmente existen multitud de 
plataformas genómicas que describen el comportamiento del cáncer de mama, siendo las de 
mayor uso y distribución mundial el Mammaprint, Oncotype DX, y PAM-50.  
 -Test Mammaprint®  
 La prueba de Mammaprint® es una plataforma de expresión genética para la que se 
requiere tejido tumoral fresco congelado que incluya un mínimo del 30% de células malignas. 
Usa una plataforma genética de 70 genes para clasificar a las pacientes como alto o bajo riesgo 
de recidiva a distancia del cáncer de mama en mujeres en estadio temprano de la enfermedad, 
para establecer si está indicado o no el uso de la quimioterapia como tratamiento adyuvante. El 
test se desarrolló en 117 pacientes con cáncer de mama y axila negativa del Instituto Holandés de 
Cáncer. Se identificó un set de 70 genes cuyo perfil de expresión permitió definir una firma 
genética que se correlacionaba con una elevada tasa de recidiva a distancia. Posteriormente, sobre 
una población de 295 pacientes, se llegó a la conclusión de que aquellas con perfil genético 
desfavorable presentaron tasas de supervivencia libre de recaída, a diez años, del 50,6%, mientras 
que, en las pacientes con el perfil favorable, esta tasa fue del 85%. El perfil genético resultó un 
factor pronóstico con un Odds ratio (OR) de 5,1 para las metástasis a distancia, independiente de 
otros factores pronósticos en el análisis multivariante. Un segundo estudio de validación, 
realizado en 302 pacientes de cinco centros europeos (TRANSBIG), confirmó estos resultados 
(70,71). En el estudio prospectivo multicéntrico TRAMA se estudió el impacto clínico en la toma 
de decisiones basadas en los mapas genéticos obtenidos por microarray de cDNA y el tratamiento 
quimioterápico adyuvante. En este estudio se observó una considerable discrepancia en las 
estimaciones de riesgo entre las pautas clínico-patológicas y Mammaprint. La adición de 
Mammaprint a factores clínico-patológicos estándar condujo a un cambio de orientación sobre el 
tratamiento sistémico adyuvante en el 19% de las pacientes. Tras seguir a las pacientes durante 
una media de 61,6 meses, el 15% (33/219) de las pacientes bajo riesgo Mammaprint recibieron 
quimioterapia adyuvante en comparación con el 81% (169/208) de las pacientes alto riesgo 
Mammaprint. En un análisis de seguimiento a los 5 años, las pacientes sin recidiva para el 
intervalo Mammaprint bajo riesgo (n=219) y alto riesgo (n=208) fueron el 97% y 92%, 
respectivamente. La decisión de no utilizar la quimioterapia adyuvante basada en los resultados 
de Mammaprint de bajo riesgo, no afectó significativamente los resultados de las pacientes 
(72,73). En el Congreso Internacional de Expertos de St Gallen celebrado en el año 2013 se llegó 
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a la conclusión de que el tratamiento primario del cáncer de mama temprano debe incluir mapas 
de expresión genómica como indicador para el uso de la terapia adyuvante (74). Además, las 
Guías de Práctica Clínica para el cáncer de mama de la Sociedad Europea de Oncología Médica 
(ESMO) incluyen el uso de MammaPrint para obtener información adicional sobre el pronóstico 
paciente-específico así como predecir el beneficio de la quimioterapia adyuvante (75). El 
problema de las diferencias entre instituciones en la interpretación de los factores pronóstico y 
predictivos del cáncer de mama basado en el análisis inmunohistoquímico, que pueden afectar 
sustancialmente al asesoramiento sobre el tratamiento quimioterápico adyuvante, creando un 
riesgo potencial de sobre-tratamiento, podrían solucionarse mediante la introducción de un 
programa multigenético centralizado que propusiera recomendaciones de tratamiento más 
formales y estandarizadas en toda Europa.  
 - Test OncotypeDX® 
 Es un test que valora mediante la técnica de reacción en cadena de la prolimerasa (RT-
PCR) la expresión de 21 genes, 16 de ellos relacionados con el cáncer de mama y cinco de 
referencia, en el RNA obtenido del tejido tumoral y fijado en formalina e incluido en parafina. El 
nivel de expresión de los genes se analiza y se obtiene un valor que se denomina recurrence score 
(puntuación de recaída), que a su vez define el riesgo de recaída de la enfermedad. El test se 
desarrolló y validó en pacientes con cáncer de mama en estadios I y II sin afectación ganglionar 
y con expresión positiva a receptores de estrógeno que recibieron tamoxifeno (ensayo NSABP B-
14), lo que permitió clasificar a las pacientes en tres grupos pronósticos según el recurrence score 
(RS):  
-Riesgo bajo (RS<18) 
-Riesgo intermedio (RS=18-30) 
-Riesgo alto (RS>31) 
 En un estudio llevado a cabo en el Reino Unido por Holt y col. en el año 2013 sobre un 
total de 146 mujeres con cáncer de mama sin afectación ganglionar, se quería establecer una 
relación entre los resultados de Oncotype DX y necesidad de quimioterapia adyuvante. Los 
resultados concluyeron que la prueba Oncotype DX dio lugar a cambios en las decisiones de 
tratamiento con quimioterapia en el 26,8% de las pacientes, reduciendo su uso general en el 9,9% 
de las mismas (76). Por lo tanto su uso está destinado a estimar el riesgo de recurrencia del cáncer 
de mama con receptores de estrógeno positivo en estadios tempranos, así como el beneficio de la 
quimioterapia adyuvante. Otra indicación de la prueba es estimar el riesgo de recurrencia del 
carcinoma ductal in situ o la probabilidad paciente-específico de respuesta a la radioterapia 
después de la cirugía del carcinoma ductal in situ. 
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 -PAM 50® 
 PAM 50® es un ensayo de expresión de 50 genes basado en microarrays y PCR 
cuantitativa en tiempo real (QRT)-PCR, desarrollado mediante el análisis de 189 muestras 
tumorales que permitió separarlas en cuatro subtipos moleculares de cáncer de mama (luminal A, 
luminal B, HER2-positivo y de tipo basal) (77). El ensayo PAM 50 proporciona una puntuación 
de riesgo de recaída que predice la supervivencia libre de recaída para las pacientes con ganglios 
negativos que no hayan recibido terapia adyuvante sistémica. Los estudios de validación revelaron 
que los pacientes con subtipo luminal-A tenían mejor pronóstico en contraste con los otros tipos 
y fueron menos sensibles a la quimioterapia (78). PAM 50 es el mejor clasificador de los subtipos 
intrínsecos de cáncer de mama, ya que puede llevarse a cabo en tejidos fijados, habituales en 
laboratorios de anatomía patológica, sin embargo, este ensayo requiere además la validación en 
práctica clínica habitual (79). 
  2.4 Clasificación clínica 
 El sistema que con mayor frecuencia se emplea para la clasificación del cáncer de mamam 
es el TNM. Estas siglas hacen referencia a tres aspectos del cáncer: 
La T: Se refiere al tamaño del tumor o a la infiltración local del mismo. Se describe con números 
adicionales del 0 al 4 (T1 si es igual o inferior a 2 cm; T2 si está entre 2 y 5 cm; T3 si es mayor 
de 5 cm; T4 si hay expansión hacia la piel o la pared torácica). 
La N: Describe la afectación de los ganglios linfáticos. Se numera de 0 (indica ausencia de 
infiltración ganglionar) a 3 (N1 si están afectados de 1 a 3 ganglios; N2 si están afectados de 4 a 
9 ganglios y N3 si el número es igual o superior a 10 o bien si los ganglios afectados son en la 
glándula mamaria interna o supraclaviculares). 
La M: Hace referencia a la afectación o no de otros órganos. Se numera 0, en ausencia de 
metástasis, o 1, con metástasis. 
 Para poder realizar esta clasificación es necesario llevar a cabo diferentes exploraciones: 
examen físico, radiografías de tórax, mamografías, tomografía axial computarizada (TAC) de 
tórax y abdomen, gammagrafía ósea y, eventualmente, resonancia nuclear magnética de alguna 
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 2.5 Estadios clínicos 
 Según el T, N y M el cáncer de mama se agrupa en las siguientes etapas o estadios: 
Estadio 0: son lesiones pre-malignas. También se denomina carcinoma in situ (TIS). Las células 
tumorales están localizadas exclusivamente en la pared de los lobulillos o de los conductos 
galactóforos. 
Estadio I (T1, N0, M0): el tamaño del tumor es inferior a dos centímetros. No hay afectación de 
ganglios linfáticos ni metástasis a distancia. 
Estadio II: tumor entre 2 -5 centímetros, con o sin afectación de ganglios axilares. Se subdivide 
en estadio IIA (T0, N1, M0 o T1, N1, M0 o T2 N0 M0) y en estadio IIB (T2, N1, M0 o T3, N0, 
M0) 
Estadio III: el tumor afecta a ganglios axilares y/o piel y pared torácica (músculos o costillas). Se 
subdivide en estadio IIIA (T0-2, N2, M0 o T3, N1-2, M0), estadio IIIB (T4, N0-2, M0) y estadio 
IIIC (T0-4, N3, M0). 
Estadio IV: el cáncer se ha diseminado, afectando a otros órganos como hueso o hígado (cualquier 
T, cualquier N, M1). 
 Esta clasificación en estadios está muy relacionada con el pronóstico de la enfermedad y 
la supervivencia. Así el porcentaje de supervivencia a los 5 años es del 100% en el estadio I y 
alrededor del 20% en el estadio IV. 
 2.6 Grados histológicos 
 Las características de las células malignas permiten una clasificación adicional. Las 
células que forman los cánceres de mama se dividen en función del grado. El grado está en 
relación al parecido que poseen las células tumorales con respecto a las células normales de la 
mama, e indican la velocidad con la que el cáncer puede desarrollarse: 
Grado 1 o bien diferenciadas: las células se parecen mucho a las células normales y son tumores 
que crecen despacio. 
Grado 2 o moderadamente diferenciadas: guardan cierta semejanza con las células de origen y su 
crecimiento es más rápido que en el grado 1. 
Grado 3 o indiferenciado: no se parecen a las células de dónde proceden y crecen rápidamente. 
Son los que con más frecuencia se diseminan. 
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 3. Tratamiento en el cáncer de mama 
 La terapia primaria para el cáncer de mama generalmente incluye la extirpación del 
tumor, ya sea por mastectomía o por tumorectomía, seguida o no de radioterapia. Durante ambos 
tipos de cirugía, se extirpa el ganglio centinela y en caso de estar afectado por células cancerígenas 
se procede a una linfadenectomía axilar. 
 Una vez llevada a cabo la cirugía en función del tamaño tumoral, la afectación ganglionar 
y el tipo de cirugía realizada a la paciente se adecuan al tratamiento ya sea con radioterapia y/o 
con terapia adyuvante, cuyo propósito es inhibir la proliferación celular tumoral y acabar con toda 
célula cancerosa que pueda haberse diseminado. La terapia adyuvante para el cáncer de mama 
implica la quimioterapia y/o la terapia hormonal en el caso de que las células tumores sean 
hormono-dependientes y/o tratamiento anti-HER2 en pacientes con sobreexpresión de este proto-
oncogén. 
 Generalmente para decidir el tipo de tratamiento que la paciente va a recibir, se tienen en 
cuenta diversos factores relacionados tanto con la propia paciente como con la enfermedad. En 
relación con la paciente se valora: estado menopáusico, edad biológica y co-morbilidades. Por 
otra parte los factores relacionados con la enfermedad son: el estado hormonal, la sobreexpresión 
de HER2, presencia de adenopatías, metástasis en el diagnóstico e infiltración tumoral en otros 
tejidos. 
 3.1 Terapia según el momento del tratamiento 
 3.1.1 Terapia neoadyuvante 
 La terapia sistémica neoadyuvante, también conocida como quimioterapia preparatoria se 
realiza previamente a la cirugía. Sus objetivos principales son aumentar la supervivencia global 
de la paciente, la posibilidad de efectuar cirugía conservadora y/o evaluar la respuesta al 
tratamiento (80,81). El tratamiento neoadyuvante generalmente consiste en quimioterapia 
asociada a trastuzumab en caso de pacientes positivas para HER2, y terapia hormonal en pacientes 
de edad avanzada (82).  
 3.1.2 Terapia adyuvante 
 Se denomina terapia adyuvante al tratamiento sistémico dado tras cirugía capaz de 
maximizar el control de los síntomas, prevenir complicaciones e incrementar la probabilidad de 
supervivencia manteniendo la calidad de vida del paciente (83). La terapia adyuvante se utiliza 
para eliminar cualquier célula cancerígena que se haya podido diseminar aunque no se haya 
detectado ni por imagen ni por tests de laboratorio (84,85). Se puede administrar tanto a pacientes 
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que hayan recibido terapia neoadyuvante antes de la cirugía, como de novo. Generalmente 
pacientes luminal A y B que han recibido neoadyuvancia se tratan en adyuvancia con 
hormonoterapia, mientras que los pacientes con HER2+ con tratamiento neoadyuvante previo 
reciben tratamiento con trastuzumab y hormonoterapia si son positivas para los receptores.  Las 
mujeres que no han recibido tratamiento neoadyuvante se tratan en función de las características 
del tumor y de la paciente. 
 3.2 Fármacos 
 3.2.1 Terapia con antraciclinas 
 La efectividad de la quimioterapia para destruir las células cancerosas depende de su 
capacidad para detener la división celular y para inducir suicidio celular (muerte programada o 
apoptosis). Por lo general, los fármacos actúan dañando el RNA o DNA durante el proceso de 
división celular. Si las células no pueden dividirse, mueren. Cuanto más rápido se dividan las 
células, más efecto tendrá la quimioterapia haciendo que el tumor se reduzca. Los medicamentos 
quimioterápicos que afectan a las células sólo cuando se dividen son conocidos como específicos 
del ciclo celular. Los medicamentos de quimioterapia que afectan a las células cuando están en 
reposo se denominan no específicos de ciclo celular. La programación de la quimioterapia se 
establece en función del tipo de células, la velocidad a la que se dividen, y el tiempo en el que un 
fármaco dado es probable que sea eficaz. Esta es la razón por la quimioterapia normalmente se 
administra en ciclos. 
 Desafortunadamente, la quimioterapia no diferencia entre las células cancerosas y las 
células normales, ya que mata todas las células que se dividen rápidamente. Las células 
"normales" volverán a crecer y ser saludables pero, mientras tanto, se presentan efectos 
secundarios. Las células "normales" más comúnmente afectadas por la quimioterapia son las 
células sanguíneas, las células en la boca, el estómago y el intestino, y los folículos pilosos; lo 
que resulta en recuentos sanguíneos bajos, afecciones bucales, náuseas, diarrea y / o pérdida del 
cabello. Diferentes fármacos pueden afectar distintas partes del cuerpo. 
 Las antraciclinas son uno de los fármacos más utilizados en tratamiento de cáncer de 
mama tanto solos como en combinación con otros fármacos (86,87). Son antibióticos derivados 
de Streptomyces peucetius var. cassius, usados para el tratamiento tanto de tumores sólidos como 
hematológicos. Existen distintos tipos de antraciclinas, pero todas ellas comparten estructuras 
anulares tetraciclícas unidas con un azúcar mediante un enlace glucosídico (88). 
 Los mecanismos de acción no se conocen completamente, aunque la mayoría de 
antraciclinas se considera que actúan mediante (89): 
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 -inhibición de la síntesis de DNA y RNA al ser capaz la molécula de intercalarse entre 
los pares de bases y unirse covalentemente al DNA (88,90), previniendo de esta forma la 
replicación de las células. 
 -utilización de la enzima topoisomerasa II como diana citotóxica. Las antraciclinas 
provocan que la topoisomerasa II se una covalentemente a la doble cadena de DNA en división 
que se genera en su ciclo, evitando así que éste continúe e induciendo de esta forma mutagénesis 
y muerte celular (91). 
 -aumento de la producción de especies reactivas del oxígeno capaces de dañar al DNA y 
las membranas celulares (92). 
 Las antraciclinas comerciales más utilizadas en el tratamiento del cáncer de mama son la 
doxorubicina y la epirrubicina (93). La porción cromófora aromática planar de la molécula de 
doxorubicina se intercala entre dos pares de bases consecutivos del DNA, en tanto que el azúcar 
daunosamina se asienta en el surco menor, interactuando con los pares de bases situados a ambos 
lados del lugar donde se intercala, como ha puesto de manifiesto su estructura cristalina (95, 96). 
 3.2.2 Terapia con taxanos 
 Los taxanos son fármacos que estabilizan a los microtúbulos durante la división celular 
evitando así la proliferación. Los microtúbulos son estructuras tubulares formadas por la 
polimerización de un dímelo de dos proteínas, la α (alfa) y la β (beta) tubulina que se encuentran 
en las células eucariotas y se extienden a lo largo de todo el citoplasma. Los microtúbulos 
intervienen en diversos procesos como el movimiento de orgánulos y la  división celular. En el 
ciclo celular normal, las células forman microtúbulos al  comienzo de la división celular y éstos 
se rompen al terminar la división. La acción de  los taxanos es estabilizar estos microtúbulos e 
impedir que se rompan normalmente inhibiendo así la división. Actualmente existen dos taxanos 
comercialmente disponibles, el paclitaxel (Taxol®) y el docetaxel (Taxotere®) (97). 
 3.2.3 Terapia hormonal 
 Esta terapia consiste en la administración de fármacos que bloquean la acción de las 
hormonas que estimulan el crecimiento de las células cancerosas. Esta tipo de terapia  reduce 
la recurrencia del tumor y la mortalidad tanto en mujeres pre- como post-menopáusicas con 
receptores hormonales positivos, aunque es inefectiva para pacientes con tumores con receptores 
negativos (98). Aproximadamente las pacientes con receptores hormonales positivos son entre el 
60-70% del total de las diagnosticadas (99). Existen distintas clases de fármacos que se emplean 
en la terapia hormonal que se pueden dividir en las siguientes clases: 
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  a- Moduladores selectivos de receptores de estrógenos(SERM) 
  Actúan sobre los receptores de estrógeno y su acción varía según el tejido (100). 
 Los SERM se pueden subdividir en: 
 -Agonistas: son moléculas que se unen al receptor en vez de la molécula que se uniría 
 de forma natural. Esencialmente mimetizan la acción de la molécula endógena, es decir, 
 la que se produce de forma natural y normalmente tienen igual o mayor afinidad por el 
 receptor que ésta última. 
 -Agonistas/antagonistas: se comportan como antagonistas en algunos tejidos y como 
 agonitas en otros. Son reguladores competitivos. El más conocido es el tamoxifeno, que 
 se ha utilizado históricamente tanto para tratar a mujeres pre- como post- menopáusicas 
 (101), y aún hoy es el tratamiento más usado en pre-menopáusicas (102). 
 -Antagonistas: son moléculas que se unen al receptor bloqueando la repuesta biológica 
 y previniendo la activación. 
  b- Inhibidores de la aromatasa 
  Inhiben la enzima aromatasa, que es la encargada de la conversión de los 
 precursores de  andrógenos del tejido periférico en estrógenos, que constituye la mayor 
 fuente de estrógenos circulantes en mujeres post-menopáusicas (103). Actualmente 
 estos inhibidores están desplazando al tamoxifeno como tratamiento hormonal en 
 mujeres postmenopáusicas (102,104). Los inhibidores de la aromatasa más conocidos 
 son: Letrozol®, Anastozol® y Exemenestane®. 
  c- Agonistas de hormonas liberadoras de hormonas lutainizantes(LHRH) 
  La hormona luteinizante (HL) es segregada por células de la glándula pituitaria 
 y estimula a los ovarios para producir y segregar estrógenos. Los LHRH bloquean la 
 acción de la hormona luteinizante y por tanto la producción de estrógenos (105,106). Se 
 utilizan para la ablación ovárica. 
  d- Otros agentes hormonales 
  Los andrógenos y los agentes progestacionales (hormonas masculinas) se 
 utilizan para el cáncer avanzado de mama sensible a hormonas, cuando otros 
 medicamentos no han  sido efectivos (106,107). 
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  3.2.4 Terapia con trastuzumab 
  El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal que interfiere con el receptor de 
 HER2/neu evitando así la división incontrolada de las células cancerígenas. Los 
 receptores de HER son proteínas que se encuentran en la membrana celular y que a 
 través de diferentes señales moleculares regulan el crecimiento, la supervivencia, la 
 adhesión, la migración,  y la diferenciación celular. En pacientes con HER2 sobre-
 expresado el tratamiento con trastuzumab aumenta la supervivencia global. 
 Generalmente se administra junto a otros tratamientos (108). 
  3.2.5 Otras terapias 
  A pesar de que los tratamientos quimioterápicos más usados en cáncer de mama 
 son aquellos basados en antraciclinas, taxanos o combinaciones de ambos, se ha 
 descrito que en algunos casos se produce resistencia (109). De hecho, se calcula que 
 aproximadamente el 90% de los fallos en el tratamiento de cáncer de mama metastásico 
 son debidos a la resistencia tanto intrínseca como adquirida a estos fármacos (110). 
 Debido a esto, actualmente se están buscando nuevas dianas terapéuticas para el cáncer 
 de mama que permitan el desarrollo de nuevos fármacos que ayuden a combatir la 
 resistencia tanto a taxanos como a antraciclinas. Además, los avances en genómica y 
 proteómica nos acercan al desarrollo de nuevas estrategias para combatir la enfermedad 
 y a un tratamiento personalizado de los pacientes, teniendo en cuenta tanto su posible 
 resistencia a fármacos como sus características moleculares.  
 4. Líneas celulares  
 4.1 El cultivo celular en la investigación básica del cáncer de mama 
 Para la investigación del cáncer de mama humano se dispone de una amplia variedad de 
líneas celulares obtenidas tanto de animales de experimentación como de pacientes, y la mayoría 
de trabajos se realizan en líneas catalogadas que se comercializan. Una primera gran clasificación 
permite conocer si la línea celular ha sido obtenida del tumor primario o bien de una metástasis 
(tablas 1y 2) (111,112). 
 4.1.1 Líneas celulares obtenidas de tejido mamario primario  
 Entre los tipos histológicos más frecuentes destacan: 
1) Líneas celulares de carcinoma intraductal: en cultivo forman cúmulos o colonias de células 
epiteliales muy compactos en los cuales es difícil visualizar la estructura interna de las células. 
I. Introducción   
26 
 
Son células con núcleo de gran tamaño, una relación núcleo/citoplasma elevada y presentan varios 
nucleolos. Generalmente no forman una completa monocapa. 
2) Líneas celulares de carcinoma ductal con componente papilar: sólo una línea celular (BT-549) 
ha sido aislada de tejido canceroso primario tipificado como carcinoma papilar intraductal. Forma 
monocapa en cultivo. 
3) Líneas celulares de carcinoma ductal con componente medular. 
4) Tipos histológicos menos frecuentes. 
  
4.1.2 Líneas celulares obtenidas de tejido metastásico 
 Son bastante más fáciles de obtener que en el caso de los tumores primarios, 
especialmente cuando las metástasis son a líquido pleural, y en general son mucho más 
heterogéneas que las obtenidas del tumor primario. Se clasifican en función de la localización 
metastásica a partir de la cual han sido aisladas (111,113).  
 De todas estas líneas, sólo algunas han sido profundamente investigadas desde el punto 
de vista de su dependencia hormonal, de los receptores de membrana para diferentes factores de 
crecimiento, de la acción mitogénica o anti-mitogénica de éstos, etc. Probablemente cuando ha 
interesado estudiar células cancerosas hormono-dependientes la línea celular más utilizada ha 
sido la MCF-7, mientras que uno de los prototipos más utilizados para el estudio de células 
hormono-independientes ha sido la línea MDA-MB- 231, y más recientemente la MDA-MB-468, 
sobre todo en Europa. 
 
  I. Introducción 
27 
 
 5. Epigenética: microRNAs 
 5.1 Introducción 
 La Epigenética se refiere a los cambios en el DNA e histonas que no implican alteraciones 
en la secuencia de nucleótidos y modifican la estructura y condensación de la cromatina, por lo 
que afectan la expresión génica y el fenotipo. Estos cambios incluyen la metilación del DNA, la 
modificación de histonas, y la expresión de pequeños RNAs de interferencia, entre otros.  
 Los diferentes tipos de RNA representan alrededor del 62% del genoma y pueden 
clasificarse en dos grandes grupos de acuerdo a su tamaño: pequeños (<200 nucleótidos) y largos 
(>200 nucleótidos). El grupo de los largos incluye RNAs tanto codificantes como no codificantes, 
mientras que el grupo de los cortos (o pequeños) se compone exclusivamente de RNAs no 
codificantes. Hasta la fecha, existen más de 7000 pequeños RNA conocidos, que a su vez pueden 
clasificarse en cuatro grupos principales: pequeños RNAs nucleares (snRNA), pequeños RNAs 
nucleolares (snoRNAs), micro RNAs (miRNAs), y RNAs transferentes (tRNAs). La 
identificación de las nuevas especies de pequeños RNAs no codificantes ha abierto un nuevo 
campo en la investigación de las enfermedades humanas. 
 Una de las especies de pequeños RNAs no codificantes mejor estudiada es la de los 
miRNAs, pequeños RNAs de aproximadamente 20 nucleótidos de longitud que regulan la 
expresión génica. A día de hoy, se han descrito más de 5000 precursores y 50000 miRNAs 
maduros, de los cuales 1861 son precursores y 2560 son miRNAs maduros en humanos (114). 
Estos números cambian como resultados del desarrollo de experimentos de ultrasecuenciación y 
redefinen constantemente las bases de datos (www.mirbase.org). Los miRNAs juegan un papel 
regulatorio importante, ya que se ha estimado que en humanos, aproximadamente el 50% de los 
transcritos están regulados por estas moléculas de RNA no codificante. Están implicadas en 
muchos procesos tanto fisiológicos como patológicos; y entre los procesos biológicos se 
encuentra el desarrollo, la diferenciación, la regulación de la proliferación celular y la apoptosis, 
el desarrollo y función de las células del sistema inmune, y la señalización celular. También se ha 
descrito su implicación en algunas enfermedades humanas como el cáncer, enfermedades 
neurodegenerativas, y autoinmunes. Por ello, el entendimiento del papel de los miRNAs en las 
enfermedades puede ayudar a desarrollar nuevas terapias. Inclusive, los miRNAs pueden usarse 
como biomarcadores tanto para diagnóstico y progresión, como para respuesta a tratamiento. Los 
genes de los miRNAs están localizados a lo largo de todo el genoma y distribuidos en todos los 
cromosomas. Además, dos genes de miRNAs localizados en diferentes regiones del genoma 
pueden dar lugar al mismo miRNA tras la maduración. Aproximadamente el 50% de los miRNAs 
humanos son transcritos en las mismas unidades transcripcionales, llamadas clusters. 
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 5.2 Biogénesis de los miRNAs 
 La biogénesis del miRNA es un proceso de múltiples etapas en el cual el transcrito 
primario es procesado para producir el miRNA maduro. Los tránscritos primarios de 100-1000nt 
(pri-miRNAs), son primero acortados en horquillas (pre-miRNAS) en el núcleo y después 
exportados y procesados a miRNAs maduros en el citoplasma. Los pasos de ambos procesos de 
su biogénesis necesitan estar bien coordinados entre el núcleo y el citoplasma respectivamente. 
Los miRNAs son comúnmente transcritos por la RNA polimerasa tipo II, sin embargo, se ha 
descrito que algunos miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa tipo III. El procesado de los 
miRNAs se inicia a través de un corte específico del bucle precursor de doble cadena de RNA por 
la enzima Drosha (ribonucleasa especifica de RNA de doble cadena) y su cofactor DGCR8 (Di 
George syndrome critical region 8), creando un pequeño extremo de unos dos nucleótidos en el 
extremo 3’. Este procesamiento ocurre acoplado a la transcripción, o al splicing alternativo del 
mRNA (en el caso de los miRNAs codificados por intrones). A través de este primer paso, se 
genera un pre-miRNA de unos 70-100 nucleótidos, manteniendo la estructura de horquilla. La 
estructura resultante parece actuar como señal que la Exportina-5 y el Ran-GTP reconocen como 
señal para exportar el pre-miRNA al citoplasma.  
 Una vez exportado al citoplasma, la enzima Dicer (una RNAsa tipo III) reconoce el 
miRNA a través de su extremo 3’. En resumen, Drosha genera un extremo del miRNA maduro y 
confiere especificidad, mientras el otro extremo es generado por Dicer a partir del extremo 
preexistente del pre-miRNA. Como resultado, se produce un duplex de miRNA compuesto de 
dos miRNAs maduros (5’ y 3’) con una longitud aproximada de 22 nt. Cada hebra de este duplex 
necesita incorporarse al miRISC (miRNA-containing RNA-induced silencing complex 
compuesto por Dicer, TARBP2 y la proteína Argonaut (AGO, 1-4)) para ser finalmente funcional. 
El complejo miRISC se une al mRNA diana para inducir degradación o reprimir su traslación a 
proteína. Actualmente se cree que la incorporación de la hebra 3’ o 5’ depende de la estabilidad 
relativa de los extremos del duplex del pre-miRNA. La hebra con menor estabilidad (relativa entre 
el segundo y cuarto nucleótido de las pares de bases del extremo 5’ del duplex) es preferentemente 
incorporada al complejo miRISC, transformándose en funcional, y por eso llamada hebra guía o 
miRNA. Sin embargo, la otra hebra (hebra pasajera o miRNA*) es generalmente degradada, o, 
en algunos casos, incorporada a otro complejo miRISC (Figura 3). 




Figura 3. Diagrama del proceso de biogenésis y maduración de los miRNAs. 
 Los miRNAs también están sujetos a una regulación estricta que se produce en diferentes 
etapas de desarrollo y es específica de tejido. Los miRNAs están regulados en dos niveles: durante 
la transcripción de genes y durante el proceso de maduración (115). Por otra parte, estos 
mecanismos se integran en las vías de señalización celular y por lo tanto pueden responder a 
diferentes estímulos, lo que añade otro nivel de regulación (116). 
 De manera similar a los genes que codifican las proteínas, la regulación de la transcripción 
es controlada por factores de transcripción y elementos reguladores en las regiones cercanas a los 
genes (117). Hay poco conocimiento sobre los genes de miRNA, sin embargo, algunos autores 
han identificado promotores de miRNA y algunos sitios de inicio de transcripción (hay sitios 
conocidos para el 40% de los miRNAs) (118-121). Además, las modificaciones epigenéticas 
(como la metilación de las islas CpG) y las modificaciones de las histonas también regulan la 
expresión de los genes de miRNA (115,122). Las diferentes etapas desde el transcrito primario 
hasta el miRNA maduro también están sujetas a la regulación, lo que ayuda a determinar los 
patrones de expresión de miRNAs. Las principales proteínas de la biogénesis de miRNAs, Drosha 
y Dicer, suelen actuar mediante la formación de complejos con proteínas de unión al miRNA. 
Tanto la cantidad como la actividad de estas proteínas se someten a la regulación, que afecta al 
producto final. El complejo Drosha-DGCR8 puede regularse a sí mismas porque cada proteína 
afecta a la estabilidad de la otra. Por lo tanto, es importante mantener la relación de estas dos 
proteínas. La estabilidad TARB dependiente de Dicer también se ha descrito. Por otra parte, varios 
estudios han identificado una serie de proteínas que también modulan el procesamiento de los 
genes de miRNA mediante la interacción con Drosha y Dicer o actuando directamente con el pre-
miRNA. El fenómeno de la edición de los genes miRNA por la enzima ADAR (adenosina 
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desaminasa que actúa sobre el miRNA), cuya unión a miRNA puede desencadenar una 
acumulación de pre-miRNA (115), también se ha descrito. Estos aspectos destacan la variedad de 
mecanismos de regulación de los miRNAs. Éstos, junto con la regulación del transcriptoma y las 
interacciones entre todos ellos, forman una red compleja que conduce a la expresión de proteínas 
específicas en cada tejido. 
 El proceso de degradación de los miRNA no se ha estudiado tan bien como lo ha hecho 
su biogénesis. Actualmente se acepta que los miRNAs son moléculas muy estables y, de hecho, 
varios estudios han sido capaces de determinar que la vida media de un miRNA en ciertas 
condiciones y tejidos es largo (horas o días). Parece poco probable, sin embargo, que este ciclo 
lento sea la norma para todas las moléculas de miRNA. Debido a que están involucrados en los 
procesos de desarrollo y actúan como interruptores, requieren un metabolismo mucho más rápido. 
De hecho, en algunas circunstancias específicas, el ciclo de los genes miRNA es muy rápido. No 
está claro cómo se regula la estabilidad de los genes miRNA, y se han propuesto diversos 
mecanismos, por ejemplo, mediante la unión a mRNA y por la adición de nucleótidos de uridina 
(123). 
 5.3 Función de los miRNAs 
 La función principal y más conocida miRNA es el silenciamiento de la expresión génica 
a nivel post-transcripcional. El complejo miRISC, compuesto de miRNA, proteínas AGO y otras 
proteínas, realiza esta función. El silenciamiento génico requiere, primero, el reconocimiento del 
mRNA para ser silenciado. Al identificar el objetivo, los 2-8 nt del extremo 5 'del miRNA (región 
de semilla), y por lo general se combina perfectamente con el mRNA, y son suficientes para 
activar el silenciamiento. El resto de la secuencia de los miRNA típicamente no es 
complementaria al mRNA en los animales. Sin embargo, ha habido emparejamientos en el 
extremo 3 'de los miRNAs descrito en algunos casos. Los miRNAs que comparten la misma 
secuencia de semillas se agrupan en familias y, a menudo comparten dianas (124). El miRNA 
maduro guía al miRISC a la secuencia complementaria localizada con mayor frecuencia en la 
región 3'UTR del mRNA diana. Sin embargo, se han descrito zonas de unión del miRNA en 
regiones promotoras, 5'UTR y en las regiones de codificación, ejemplificando así la diversidad 
del mecanismo de acción del miRNA (125-127). 
 Se han propuesto dos mecanismos mediante los cuales los miRNAs ejercen su función: 
la degradación del mRNA, y la inhibición del proceso de traducción del mRNA. El miRNA puede 
desencadenar la degradación de mRNA diana mediante la actividad endonucleolítica si la 
complementariedad entre las dos moléculas de RNA es total. En mamíferos, sin embargo, es 
inusual ya que la mayoría de los apareamientos son parciales. Normalmente, el miRISC conduce 
el mRNA diana a la maquinaria de degradación. Este proceso consiste primero en una de-
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adenilación del mRNA, a continuación, la eliminación del extremo 5 ', y, finalmente degradación 
el mRNA por medio de una exonucleasa (128). 
 Otro mecanismo propuesto para el silenciamiento es la inhibición de la traducción de 
mRNA en proteína. En este caso, se han propuesto varias posibilidades, como la interrupción de 
las diferentes etapas de la traducción, que se produciría a través de la interacción con los diversos 
factores miRISC requeridos para cada fase (iniciación, elongación y final) o la degradación de la 
proteína emergente (129). Estudios proteómicos sugieren que la degradación del mRNA es el 
mecanismo predominante en los mamíferos y explica la mayor parte de la disminución de los 
niveles de proteína observado (130-132). Una tercera alternativa, de acuerdo con estudios 
recientes, podría ser la combinación de los dos mecanismos, a saber, la inhibición de la traducción 
seguido por la degradación del mRNA (133-135). 
 5.4 Identificación de dianas: herramientas bioinformáticas 
 Es esencial identificar las dianas de cada miRNA con el fin de establecer su papel 
biológico. El conocimiento de los mecanismos para la identificación y la unión a mRNA ha 
permitido el desarrollo de varias herramientas bioinformáticas para predecir in silico la 
interacción entre el miRNA y mRNA. El número de algoritmos desarrollados para este propósito 
ha ido en aumento y ha mejorado junto con el conocimiento de los mecanismos de reconocimiento 
de las dianas. En la actualidad, hay docenas de algoritmos que predicen las principales dianas 
potenciales de un miRNA en particular, basadas fundamentalmente en las secuencias de los 
miRNA y los mRNA y los parámetros adicionales que figuran a continuación (136,137):  
 a) La complementariedad de secuencia entre los genes miRNA y el mRNA: las secuencias 
semillas del miRNA (2-8 nt del extremo 5 'del miRNA) y la región 3'UTR del mRNA. 
 b) La energía libre del dúplex miRNA-mRNA: cuanto menos energía sea necesaria para 
la unión, más fácilmente se unirá el miRNA al mRNA. 
 c) Conservación: muchos algoritmos tienen en cuenta la conservación de la secuencia del 
mRNA al que el miRNA se unirá. Cuanto más conservado está el sitio de unión, más fiable es la 
predicción del miRNA. 
 d) Sitios de unión múltiples: algunos algoritmos predicen su mejor resultado cuando el 
mRNA tiene múltiples sitios de unión para el miRNA, bien para un solo miRNA o bien para 
diferentes miRNAs. Además, algunos algoritmos también buscan sitios de unión de miRNA en 
la región 5 ' UTR y en las regiones codificantes del mRNA. 
 Miranda fue el primer algoritmo de alineamiento de miRNA y es la base de algunos 
algoritmos de predicción de destino como los de microRNA.org y MicroCosm Targets. Este 
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algoritmo tiene en cuenta los aspectos termodinámicos y de conservación entre las especies. 
Además de estos parámetros, hay aspectos adicionales, incluidos en algunos algoritmos, que 
influyen en la unión de mRNA y miRNA. Por ejemplo, la secuencia posterior al codón de parada, 
la secuencia de mRNA alrededor del sitio de unión del miRNA, la posición en la secuencia del 
sitio de unión de los genes miRNA, y el extremo 3 'de los genes miRNA (136). La web miRWalk 
(138) recoge información de ocho programas de predicción: DIANA-MT, Miranda, miRDB, 
miRWalk, RNAhybrid, PICTAR4, PICTAR5, PITA, RNA22 y TargetScan.  
 La búsqueda de dianas para cada miRNA normalmente recibe miles de resultados, pero 
no todos son blancos reales. Algunos autores han estimado que los algoritmos son capaces de 
predecir sólo el 60% de las dianas existentes para cada miRNA y que sólo una de cada tres 
predicciones es real (139). En consecuencia, si bien este tipo de análisis in silico es útil para el 
conocimiento de los genes miRNA, interpretar los resultados y la obtención de información 
relevante necesita más estudios. Se han construido bases de datos de dianas y algunas de ellas se 
han validado experimentalmente mediante la recopilación de información procedente de 
diferentes experimentos con RNA (por ejemplo, TarBase5.0, miRWalk). Estas herramientas son 
limitadas debido a que la información almacenada en ellas depende del área de la investigación y 
el interés de los diferentes grupos en cada contexto. Además del bajo número de miRNAs con la 
información disponible, el hecho de que un mRNA aparezca como una diana validada para un 
miRNA particular, no implica que no haya más. A pesar de ello, estas herramientas pueden ser 
útiles en la creación de listas de dianas potenciales o para la confirmación de los resultados. 
Además, existen bases de datos que tienen los datos de expresión de genes RNA de diferentes 
tejidos y líneas celulares, las asociaciones con enfermedades humanas y los análisis de rutas 
metabólicas. Estas herramientas permiten el intercambio de información relevante que ayuda a 
avanzar en el conocimiento de los miRNAs, su función y su papel en las enfermedades humanas. 
El siguiente paso sería construir herramientas que integran la información de las diferentes bases 
de datos con el fin de facilitar su estudio. La función fisiológica de un miRNA dado depende de 
sobre cuál de las posibles dianas actúa en un contexto particular, y cuál es la función de ésta. 
 5.5 Nomenclatura 
 La identificación de los dos primeros miRNAs (lin-4 y let-7) (140-142) se publicó en los 
años noventa, pero no fue hasta la década siguiente que comenzó la revolución miRNA. Hasta la 
fecha, más de 20.000 pre-miRNAs y 30.000 miRNAs maduros, han sido identificados. La base 
de datos principal de miRNAs, miRBase (www.mirbase.org) (143), es un repositorio indexado 
donde se describen todas las secuencias del precursor y del miRNA maduro para 206 especies, 
que contiene más de 24.500 entradas. Con la lista de miRNAs en crecimiento, los criterios que 
incluyen alguna información acerca del miRNA han sido adoptados para su nombramiento (144). 
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 El nombre de cada miRNA comienza con tres letras correspondientes a las especies en 
las que se identificó la secuencia ("hsa" corresponde a humano, el Homo sapiens), seguido de las 
letras "mir" y un número. El miRNA maduro se designa con la "r" en mayúsculas (miR), mientras 
que se mantiene en minúsculas (mir) para el precursor. El número de miRNAs se asignan 
secuencialmente. Hay excepciones como lin-4 y let-7, los primeros miRNAs identificados, cuyos 
nombres se han conservado por razones históricas. Los diferentes genes en diferentes loci que dan 
lugar a un mismo miRNA maduro se nombran agregando un número después del número del 
miRNA (hsa-mir-194-1 y hsa-mir-194-2), mientras que en las secuencias de genes de miRNA 
muy similares, que generalmente comparten la secuencia semilla (llamadas familias), se añade 
una letra (hsa-miR-123a y hsa-miR-123b).  
 En el proceso de biogénesis de miRNA, un solo precursor puede generar dos miRNAs 
maduros (una para cada brazo del pre-miRNA). Inicialmente se pensó que una de las cadenas 
maduras se unía al miRISC mientras que la otra era degradada y, por tanto, no funcional. Para 
distinguir entre los dos miRNAs maduros, se utilizaron los términos hebra guía o miR para 
miRNA funcional maduro y hebra pasajera o miR * para el no funcional. En los casos en que no 
se disponía de ninguna información sobre cuál de las dos cadenas era la principal, los sufijos -3p 
y -5p se utilizaron de acuerdo con el brazo de pre-miRNA de donde provenían. Los términos 
utilizados (hebra guía de miRNA / hebra pasajera de miRNA */) están relacionados con la 
estabilidad termodinámica de ambos extremos 5 'y 3' de las hebras. Sin embargo, datos recientes 
sugieren que este no es un factor determinante exclusivo para la acumulación o co-acumulación 
de ambas hebras de miRNA. El uso del origen de la hebra (-3p / -5p) para el nombre de cada 
hebra de un dúplex miRNA sería más preciso y menos confuso (145). Además, estudios recientes 
sugieren que dependiendo de las condiciones, el miR * también puede ser funcional. Por esta 
razón, la nomenclatura del miRBase versión 17, ha sido adaptada para nombrar el miRNA maduro 
con el sufijo -3p y -5p, y para descartar paulatinamente la terminología miR / miR *, aunque 
también se puede encontrar el nombre antiguo. 
 La implicación de los miRNA en el cáncer se ha descrito ampliamente ya que los miRNAs 
se localizan en sitios de inestabilidad genómica (146). Por otra parte, varios estudios proponen 
que miRNAs pueden ejercer su función como supresores de tumores o como una nueva clase de 
oncogenes, dependiendo de sus genes diana (147-150). 
 5.6 miRNAs como oncogenes 
 Los miRNAs que funcionan como oncogenes se denominan "oncomiRs". El aumento de 
su expresión en tumores conduce a la inhibición parcial o total de genes supresores de tumores 
que controlan los procesos celulares como la metástasis, la apoptosis o la diferenciación. El miR-
21 fue de los primeros miRNAs cuya expresión anormal fue detectada en tumores de 
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glioblastoma; su inhibición permitió la activación de la vía de las caspasas y de la apoptosis (151). 
Su sobreexpresión se ha detectado en cánceres como el de mama, pulmón, próstata, colon y el 
estómago (152). El miRNA-21 ejemplifica un miRNA implicado en el cáncer de mama como un 
oncomiR. La inhibición con los oligonucleótidos del miR-21 en la línea celular de cáncer de 
mama MCF-7 resultó en una disminución del crecimiento de las células tumorales mediante la 
reducción de la proliferación y el aumento de la apoptosis mediante la regulación de la proteína 
Bcl-2 anti-apoptótica (153), el factor de muerte celular programada 4 (PDCD4) (154), la 
tropomiosina 1 alfa (TPM1) (155), el homólogo de fosfatasa y tensina (PTEN) (156), y los genes 
inhibidores de la metaloproteinasa 3 (TIMP3) (157).  La señalización HER2/neu regula al alza 
(“up-regula”) al miR-21 a través de la vía MAPK (ERK1/2), promoviendo la metástasis tumoral 
en el cáncer de mama (158). Curiosamente, en otro estudio, se mostró que el miR-21 activa las 
vías de señalización de AKT y de ERK1/2 a través de PTEN en las células de cáncer de próstata, 
incrementando así la expresión del VEGF (Factor de crecimiento vascular endotelial) y el HIF-
1α (factor de hipoxia 1 alfa), promoviendo por tanto el proceso angiogénico (159). Se ha 
propuesto que también el miR-27a podría tener un papel oncogénico través de la represión del 
gen ZBTB10 y la consiguiente promoción de la sobreexpresión de las proteínas especificidad 
(Sp), una familia de factores de transcripción generales que incluye SP1, SP2, SP3 y SP4 que 
parecen regular la proliferación y los procesos angiogénicos en las células del cáncer de mama 
(160). La regulación a la baja (“down-regulación”) del miR-27a en las células triples negativas 
MDA-MB-231 se ha asociado con un incremento en la expresión del mRNA de ZBTB10, y con 
una expresión reducida de mRNA y de los niveles de las proteína de Sp1, Sp3 y Sp4. Estos 
resultados apoyan el papel oncogénico propuesto para el miR-27a (161). Además, existen sitios 
específicos y funcionales para la unión de miR-27a, miR-96 y miR-182 en la región 3'UTR 
(untranslated region - región no transcrita 3´-) del mRNA que codifica para el factor de 
transcripción putativo supresor de tumores FOXO1, que se encuentra infraexpresado en el tejido 
del tumor de mama en comparación con el tejido normal de mama. Se detectaron altos niveles de 
expresión de estos miRNAs en células MCF-7, en las que se expresa un nivel muy bajo de proteína 
FOXO1, apoyando así las capacidades oncogénicas propuestas para estos miRNAs. (162). 
 Otro grupo de miRNAs bien conocido, el miR-221/222, se ha descrito como implicado 
en la promoción de la metástasis mediante la regulación positiva del crecimiento tumoral, la 
invasión y la transición epitelio-mesénquima (“Epithelial–mesenchymal transition”: EMT) en el 
cáncer de mama (163-166). La sobreexpresión del miR-9 en células de cáncer de mama inhibe 
directamente CDH1, cuyo mRNA codifica para la E-cadherina, lo que a su vez permite que se 
active la señalización de la β-catenina, resultando en una regulación al alza del VEGF y la 
consiguiente promoción de la angiogénesis del tumor (167). La familia miR-200 es una de las 
más estudiadas, puesto que sus miembros están estrechamente vinculados a un fenotipo celular 
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epitelial y se han reportado como reguladores cruciales de la EMT, ejerciendo así un efecto sobre 
la metástasis a través de su regulación. Esta familia se compone del miR-200a, miR-200b, miR-
200c, miR-141 y miR-429. (168) 
 5.7 miRNAs como supresores tumorales 
 En la oncogénesis, cuando la expresión de un miRNA se reduce de manera aberrante en 
las células tumorales, se considera comúnmente como un supresor tumoral, ya que inhibe 
negativamente oncogenes y por lo tanto impide el desarrollo de tumores. La familia miR-let-7c 
parece jugar un papel crucial en la patogénesis del cáncer a través de la regulación de proteínas 
clave relacionadas con el cáncer y actuando como supresor del crecimiento y la expansión del 
tumor (169-170). La familia miRNAs let-7 está compuesta por 12 miRNAs homólogos 
organizados en 8 grupos en el genoma humano. Esta familia regula negativamente las 
transcripciones de K-Ras y N-Ras (en C. elegans). De hecho, existe una correlación entre la alta 
expresión Ras y la pérdida de let-7 en el cáncer de pulmón (171). 
 Tanto el miR-125b como el miR-145 parecen estar infra-expresados significativamente 
en los tejidos de cáncer de mama comparado con los tejidos de mama normales (172). En este 
estudio, la expresión de miRNAs se asoció a características específicas del cáncer como la 
invasión vascular, la expresión de receptores hormonales, el estadio del tumor, y el índice de 
proliferación. En el cáncer de mama, el silenciamiento del promotor de miR-125 mediante 
metilación, conduce la expresión de su diana ETS1, una conocida oncoproteína. (173). Varias 
líneas de evidencia indican que miR-145 se puede considerar en gran medida un miRNA supresor 
tumoral, ya que está implicado en la regulación del crecimiento tumoral, la invasión de células y 
la metástasis por la modulación de múltiples genes relacionados con el cáncer (174,176).  
 Un mecanismo de acción para varios miRNAs supresores de tumores, es el de ejercer su 
función de inhibición del crecimiento tumoral a través de la obstrucción de los potenciadores de 
proliferación. El miR-34 es un ejemplo de este modo de acción ya que inhibe a Bcl-2 y Sirt1, dos 
proteínas relacionadas con la proliferación y la supervivencia celular en los tumores (177). 
También en las células de cáncer de mama, la sobreexpresión de miR-17-5p suprime la 
proliferación celular (178), y se ha demostrado que el miR-125a y el miR-519 regulan a la baja a 
HUR, una proteína de unión al RNA que ha sido descrita como un promotor de la proliferación 
celular y la tumorigénesis (179,180). 
 Otro mecanismo a través del cual pueden realizar su función los miRNAs supresores de 
tumores es mediante la inhibición de factores anti-apoptóticos, promoviendo así la muerte celular 
(181). En el carcinoma hepatocelular, miR-125 inhibe la proliferación celular y promueve la 
apoptosis por la disminución de la expresión Bcl-2 (182), mientras que miR-1 promueve la 
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apoptosis (183). En las células de glioblastoma, miR-451 promueve la muerte celular y la 
detención del crecimiento celular mediante inhibición de sus genes diana Bcl-2 y ciclina D1 
(184,185). En las células de cáncer de cuello de útero, miR-519 reduce la expresión de enzimas 
de reparación del DNA e induce daño en el DNA, y también promueve senescencia celular y 
detención del ciclo celular mediante la modulación de los niveles de las proteínas p21 y p53 (186). 
 Otra acción posible de los miRNAs supresores de tumores es regular la invasión y la 
metástasis. Se he demostrado que el miR-9 disminuye la proliferación del melanoma y la 
metástasis a través de la inhibición de la vía de NF-kB / Snail1. La expresión de E-cadherina se 
incrementa, sin embargo, todo lo contrario de lo que sucede en el cáncer de mama (187), lo que 
sugiere que los efectos miRNA pueden ser diferentes dependiendo del tipo de contexto o tipo de 
tumor en el que ejercen su función. Inversamente, el miR-200c reprime la EMT y la migración 
celular de las células tumorales mediante la inhibición de los supresores de la E-cadherina, ZEB1 
y ZEB2 (188). En cáncer de mama y en las células de melanoma, miR-340 y miR-34a reprimen 
c-Met, un inductor de la MMP-2 y MMP-9 y, por tanto, suprimen la migración de células 
tumorales y la invasión (189,190). 
 5.8 miRNAs en resistencia a la terapia de cáncer de mama  
 El principal mecanismo de resistencia a la quimioterapia es el aumento del flujo de salida 
de drogas a través de las proteínas de unión a ATP encargadas de translocar sustratos (191). MDR1 
(gen de resistencia a múltiples fármacos) codifica para la glicoproteína P (P-gp), un transportador 
que se encarga de flujo de salida de drogas (192). MRP2, otra proteína P-gp de resistencia a 
múltiples fármacos, y BCRP, la proteína de resistencia al cáncer de mama (BCRP) se han descrito 
como transportadores de taxanos, antraciclinas y tamoxifeno (191,192). En consecuencia, la 
regulación de la expresión de las proteínas transportadoras induce resistencia a los medicamentos. 
Los miRNAs tienen un papel clave en la regulación de los niveles de expresión de estas proteínas, 
como evidencian numerosos estudios. La infra-expresión de miR-451 y miR-137 en células MCF-
7 aumenta los niveles de P-gp, causando un aumento en el flujo de salida de drogas y generando 
aumento de resistencia a fármacos (193,194). Del mismo modo, el miR-328 tiene un papel 
análogo en promover resistencia a las drogas mediante la unión y consecuente modulación 
negativa de BCRP (192, 196). La regulación a la baja de miR-489 se relaciona con resistencia a 
cisplatino y a doxorubicina en las células de cáncer de mama, y es un probable modulador de la 
expresión de MRP2 (192). La proteína de resistencia a múltiples fármacos 1 (MRP1) también es 
diana de miR-326, y la expresión de este miRNA se correlaciona inversamente con la proteína 
MRP1 en los cánceres de mama avanzados (192, 195). En consecuencia, la sobreexpresión del 
miR-326 sensibiliza a las células MCF-7 al etopósido (VP-16) y a doxorubicina mediante 
regulación a la baja de MRP1 (192, 193). 
  I. Introducción 
37 
 
 Otro mecanismo de resistencia a la quimioterapia es la regulación de las enzimas 
relacionadas con el metabolismo de los fármacos. Se ha demostrado que el miR-27 se une e inhibe 
los enzimas CYP1B1 y CYP3A4, miembros de la superfamilia de enzimas del citocromo P450. 
Una disminución en la expresión de miR-27 aumenta la expresión de las enzimas y la resistencia 
a la doxorubicina (192, 193). Puesto que los quimioterapéuticos inhiben la división celular a 
través de la producción de daño en el DNA, las moléculas que controlan el punto de control de 
daño en el DNA se alteran con frecuencia en las células resistentes a la quimioterapia. El miR-
125 regula a p53, el sensor principal de daño en el DNA. La des-regulación de miR-125 se 
encuentra en las células resistentes a paclitaxel y doxorubicina. Otro sensor de daño en el DNA 
es ATM, diana del miR-100. Los altos niveles de miR-100 se asociaron con la resistencia a la 
doxorubicina en líneas celulares de cáncer de mama (192). 
 Las proteínas de la maquinaria de reparación del DNA también están desreguladas en las 
células de cáncer de mama quimio-resistentes como consecuencia de la acción de los genes de 
miRNAs. Por ejemplo, el miR-373 tiene como diana a RAD23B, de la vía NER (reparación por 
escisión de nucleótidos). NER protege las células del daño de DNA. En consecuencia, la baja 
regulación de miR-373 se relaciona con la resistencia a los medicamentos mediante la prevención 
de daños en el DNA (192, 194). Del mismo modo, el miR-17, miR-28, miR-146 y miR-182 tienen 
como diana a BRCA1, que está implicado en la reparación de la ruptura del doble filamento (192). 
Estos miRNAs están desregulados en líneas celulares de cáncer de mama resistentes a drogas 
(192, 193). 
 Además, los miRNAs son responsables de alteraciones epigenéticas que promueven la 
resistencia a los medicamentos en el cáncer de mama. El miR-132 y miR-194 regulan la 
metilación del DNA a través de la proteína de unión metil-(MeCP2) (192). Ambos miRNAs están 
regulados en células de cáncer de mama resistentes a cisplatino y doxorubicina. MeCP2 también 
coordina modificaciones de las histonas. En consecuencia, estos miRNAs pueden tener un potente 
efecto sobre la resistencia a quimioterapéuticos (192). Se ha descrito que miR-21 confiere 
resistencia a la radiación en líneas celulares de cáncer de mama. Su expresión aumenta después 
de la irradiación γ de las células, promoviendo la progresión del ciclo celular mediante la 
regulación de sistemas de respuesta a daño en el DNA (197). Otro miRNA relacionado con 
resistencia a la radiación es el miR-302. Tiene como dianas AKT1 y RAD52, ambos reguladores 
de la resistencia a la radiación. Baja expresión de miR-302 se ha demostrado en las células de 
cáncer de mama radioresistentes. Además, las células en las que se restauró la expresión del miR-
302 se resensibilizaron a la radiación (198). 
 Una reciente hipótesis en cáncer de mama es la posibilidad de que la quimio-resistencia 
mediada por miRNAs puede ser transferida horizontalmente a través de exosomas. De hecho, 
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Chen y col. mostró en su estudio que la transmisión de exosomas de células MCF-7 resistentes a 
la quimioterapia a células MCF-7 sensibles, conseguía inducir resistencia a doxorubicina y 
docetaxel. Demostraron que los exosomas que causan resistencia eran dependientes de RNA e 
identificaron perfiles particulares selectivos de miRNAs en los exosomas. Entre los miRNAs 
detectados, la expresión de miR-100, miR-222 y miR-30a se incrementó en los exosomas y en las 
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 1. Hipótesis 
 El cáncer de mama triple negativo (TNBC) se caracteriza por la baja expresión (o 
ausencia de expresión) de receptor de estrógenos (ER), receptor de progesterona (PGR), y 
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) (200). En la actualidad 
representa una minoría (15%) de todos los cánceres de mama, con mayor frecuencia afecta a las 
mujeres más jóvenes, a menudo las que llevan mutaciones BRCA. Sin embargo, a pesar de su 
escasa prevalencia, el TNBC es ahora uno de los objetivos más importantes en la investigación 
oncológica, debido a su naturaleza altamente agresiva y metastásica, y porque tiene peor 
pronóstico (201) que los otros subtipos de cáncer de mama (202,203). Esto se debe principalmente 
a la falta de dianas terapéuticas moleculares específicas conocidas (204), lo que significa que la 
quimioterapia convencional es el tratamiento principal usado para estos pacientes; las 
antraciclinas, específicamente doxorubicina, y combinaciones de taxanos (con ciclofosfamida y 
doxorubicina), se encuentran entre los más utilizados para el tratamiento de TNBC (204-206). 
Específicamente, la doxorubicina es un antibiótico del grupo de las antraciclinas que se considera 
como el agente más eficaz en el tratamiento del cáncer de mama (207). Sin embargo, la resistencia 
a este agente es frecuente, representando un obstáculo potencial para el éxito del tratamiento. Las 
mujeres con este subtipo de cáncer de mama tratadas con quimioterapia convencional, responden 
de manera diferente al tratamiento (205,208-210). Los estudios sobre la quimioterapia 
neoadyuvante han demostrado que los pacientes TNBC con respuesta patológica completa (PCR) 
para el tratamiento se correlacionan con buenos resultados clínicos, con tasas similares a los 
pacientes no TNBC. Sin embargo, la mayoría de los pacientes TNBC (63%) tienen enfermedad 
residual después del tratamiento, mostrando un pico de riesgo de recaída en alrededor de tres años 
después del tratamiento, así como un aumento de la tasa de mortalidad (74%) (202, 205, 209, 211-
214). Podemos hablar por tanto de dos grupos de pacientes TNBC: quimiosensibles y 
quimioresistentes. El mecanismo responsable de esta respuesta diferencial al tratamiento es 
desconocido y genera una clara necesidad de identificar marcadores de respuesta al tratamiento, 
así como de definir nuevas dianas específicas como base para futuras terapias. Los datos de 
estudios de perfiles de expresión génica han sido de gran utilidad en la definición las 
características de los diferentes tipos de cáncer y han contribuido a avanzar tanto en el tratamiento 
de cáncer de mama como en la predicción de la respuesta terapéutica. Estudios recientes describen 
las modificaciones epigenéticas, incluyendo miRNAs, como implicadas en alteraciones en la 
iniciación y progresión del cáncer (215). Los miRNAs desempeñar un papel importante en los 
procesos celulares, incluyendo el desarrollo, proliferación, la diferenciación, la apoptosis y la 
respuesta al estrés, y varios estudios han demostrado que se expresan de manera aberrante en 
diferentes tipos de cáncer. De hecho, los estudios de expresión en tejidos de mama normal y 
tejidos de mama tumorales han identificado numerosos miRNAs que están desregulados en cáncer 
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de mama, permitiendo así que los tejidos normales y malignos de mama puedan distinguirse 
(216,217). Por lo tanto, los miRNAs pueden tener un papel causal en la tumorigénesis por la 
modulación de la expresión de oncogenes o de genes supresores de tumores (218-222), además 
de estar involucrados en la respuesta diferencial al tratamiento (223-224). Varios estudios de 
perfiles de expresión de miRNAs con microarrays han demostrado que líneas celulares sensibles 
y resistentes a fármacos tienen diferentes perfiles de expresión de miRNAs (225-227); por lo 
tanto, los miRNAs pueden ser considerados biomarcadores de respuesta al tratamiento y además 
pueden constituir también potenciales nuevas dianas terapéuticas contra el cáncer. 
 La hipótesis de nuestro trabajo fue que el tratamiento del cáncer de mama triple negativo 
con doxorrubicina modifica los niveles de expresión de miRNAs y que algunos de estos cambios 
están relacionados con los procesos de resistencia y sensibilidad al fármaco.  
 
 2. Objetivos 
El objetivo general de la presente tesis doctoral fue analizar la expresión diferencial de 
microRNAs (miRNAs) en líneas celulares de cáncer de mama triple negativo tras el tratamiento 
con doxorubicina, y estudiar su posible implicación en los procesos de quimiosensibilidad y/o 
quimioresistencia. 
 2.1 Objetivos específicos 
 2.1.1 Estudio descriptivo del efecto de la doxorubicina en la expresión de miRNAs en 
líneas celulares de cáncer de mama triple negativo; análisis mediante uso de chip de miRNA 
(microarray). 
 2.1.2 Filtrado, selección y validación de miRNAs de interés involucrados en procesos de 
respuesta al fármaco. 
 2.1.3 Predicción y validación de dianas génicas mediante uso de herramientas 
bioinformáticas. 
 2.1.4 Ensayos funcionales: papel de los miRNAs seleccionados en regulación de 
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1. Cultivo y mantenimiento de las líneas celulares  
 1.1. Mantenimiento de los cultivos 
 Las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF-10A y MCF-7 se obtuvieron a 
través del laboratorio del Dr. Joan Albanell (Instituto IDIBELL, Hospital Vall d'Hebrón, 
Barcelona). Todas las líneas celulares se cultivaron en una incubadora de aire humidificado a 37° 
C y 5% CO2. Las líneas MDA-MB-231 y MDA-MB-468 se cultivaron en medio DMEM/F12, 
suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF) y 1% de antibiótico (Penicilina-
Estreptomicina). Las células MCF-7 fueron cultivadas en DMEM/F12 low-glucose, 
suplementado con 10% de SBF y 1% de Penicilina-Estreptomicina. Las células MCF-10A fueron 
cultivadas en DMEM / F12 con 0,1% de insulina, 0,5 mg / ml hidrocortisona, y 16 ng / ml de 
Factor de Crecimiento Epitelial (EGF), suplementado con 10% de SBF y 1% de Penicilina-
Estreptomicina.  
 1.2. Sub-cultivos celulares 
 1.2.1 Inactivación del suero bovino fetal (SBF) 
 El suero utilizado para suplementar el medio de cultivo debe estar previamente 
inactivado, es decir, se deben desnaturalizar la proteínas que contiene para evitar que interfieran 
en el metabolismo celular. Para ello, se incubó el suero a 56ºC durante 30 minutos. Una vez 
inactivado, se mantuvo congelado en stock a -20ºC hasta su uso. 
 1.2.2 Tratamiento con tripsina-EDTA 
 Las líneas celulares utilizadas crecen adheridas a la base del frasco de cultivo, por tanto 
para la realización de un sub-cultivo, es decir, el traspaso de las células a otra placa, necesitan ser 
separadas de la base de la placa. Para ello se utilizó tripsina-EDTA (Ethylene-Dinitrilo Tetraacetic 
Acid). La tripsina es una enzima proteolítica que interfiere en la adhesión célula-célula mediada 
por cadherinas. Como en presencia de calcio estas moléculas son resistentes a la tripsina, se  añade 
EDTA, que es un quelante de calcio. De esta forma las cadherinas pasan a ser sensibles a la acción 
de la tripsina y pueden así ser despegadas de la base del frasco de cultivo.  
 Cuando las células llegaron a condiciones de confluencia, se procedió a sub-cultivar para 
asegurar su crecimiento exponencial. El sub-cultivo celular permitió controlar la densidad de la 
siembra inicial y asegurar condiciones de crecimiento óptimas para cada línea celular. 
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 1.2.3 Contaje celular 
 Una vez despegadas las células, se centrifugan a 1500 rpm (revoluciones por minuto) 
durante 5 minutos, y se elimina el sobrenadante, quedando un pellet que contiene el total de 
células. Ese pellet se re-suspende en medio de cultivo y se toma una pequeña alícuota (5-10ul) y 
se cuenta el número de células en microscopio utilizando una cámara de Neubauer; esta cámara 
es un portaobjetos con dos zonas ligeramente deprimidas en el fondo de las cuales se ha marcado 
una cuadrícula de dimensiones conocidas. A esta cámara se le coloca encima un cubreobjetos y 
se introduce la alícuota de medio que contiene las células (en el caso de haber muchas células se 
realizan diluciones), y se cuentan las células que hay dentro de cada cuadrante. El número de 
células es la suma de todas las células contadas en todos los cuadrantes. El volumen es el volumen 
total de todos los cuadros donde hemos hecho el recuento. 
 
 1.2.4 Procedimiento de sub-cultivo para células adherentes 
 1) Eliminar el medio de cultivo por decantación. 
 2) Lavar las células dos veces con PBS. 
 3) Tripsinizar las células añadiendo el volumen necesario para cubrir las células e incubar 
 durante 3-5 minutos a 37ºC en el incubador. 
 4) Inactivar la Tripsina añadiendo de 2 a 3 volúmenes de medio de cultivo suplementado 
 y atemperado. 
 5) Contaje del número total de células del cultivo. 
 6) Pipetear el volumen de cultivo que asegure un sub-cultivo en fase exponencial de 
 crecimiento y proceder como en el apartado anterior. 
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 1.4. Congelación y descongelación de los stocks  
 Cada vez que se descongelaba un stock, las células se dividían en dos frascos: uno para 
la realización de los experimentos y otro para volver a congelar. De esta manera nos 
asegurábamos que todas las líneas celulares utilizadas en este trabajo permanecían disponibles en 
el laboratorio, para trabajos posteriores. Se congelaban, aproximadamente, 2 x 106 células en 
suero bovino fetal conteniendo un 10% de DMSO, un anticongelante que impide la formación de 
cristales de agua en el interior de las células, manteniendo la integridad celular.   
 1.4.1 Procedimiento de congelación de células adherentes 
 1) Eliminar el medio de cultivo del frasco. 
 2) Lavar las células dos veces con PBS estéril. 
 3) Tripsinizar a 37ºC durante 3-5 minutos, para despegar las células del frasco. (Se utilizó 
 el volumen de solución tripsina-EDTA necesario para cubrir las células.) 
 4) Inhibir la tripsina añadiendo 2 volúmenes iguales de medio de cultivo atemperado. 
 5) Pasar a un tubo y centrifugar a 1.500 rpm durante 5 minutos. 
 6) Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado dos veces con PBS estéril. 
 7) Resuspender el precipitado en suero bovino fetal frío con un 10% de DMSO. 
 8) Dispensar en criotubos (1 ml por criotubo). 
 9) Guardar los criotubos a –80ºC en nevera con isopropanol, un mínimo de 5 días. 
 10) Guardar los criotubos en un tanque de nitrógeno líquido (-190ºC) hasta el momento 
 de su descongelación. 
 1.4.2 Procedimiento de descongelación de células adherentes 
 El procedimiento tiene como objetivo eliminar el medio de congelación, que contiene 
 DMSO, molécula que resulta tóxica para las células en crecimiento. 
 1) Descongelar el criotubo rápidamente. 
 2) Una vez descongelado, coger el volumen de células con una pipeta y pasarlo a un tubo 
 con 5 ml de medio de cultivo frío. 
 3) Centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm. 
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 4) Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 5 ml de medio de cultivo 
 previamente atemperado a 37ºC. 
 5) Coger el volumen de células con una pipeta y pasarlo a un frasco de 25 cm2. 
 6) Guardar el frasco dentro del incubador y controlar el crecimiento celular. 
 1.5 Soluciones y Materiales 
 FBS #10270 (Gibco): suero fetal bovino inactivado por incubación en un baño a 56ºC 
durante 20 minutos. 
 PBS (30mM MPO4) #330-000-313 (Therasorb): tampón fosfato salino pH 7.4 (Por 
100ml 620.6mg NaCl, 335.4mg Na2HPO4, 83.9mg NaH2PO4, 2H2O) Solución 
esterilizada mediante autoclavado. 
 DMEM / F12 1X #11320-074 (Gibco): medio Eagle modificado de Dulbecco: mezcla 
de nutrientes F-12 con 2,5 mM de L-glutamina y HEPES 15 mM  
 DMEM / F12 Low-glucose 1X #3188-023 (Gibco): medio Eagle modificado de 
Dulbecco: mezcla de nutrientes F-12 con 1 g / l de D-glucosa, 4 mM L-glutamina, 1 
mM piruvato  
 Solución Tripsina-EDTA (1X) #25300-062: 0.05% Tripsina, 0.5 mM EDTA pH 8.0. 
 DMSO #D-8418 (Sigma): dimetilsulfóxido  
 Hidrocortisona #H0888 (Sigma) : 362.46 g/mol 
 Insulina # I9278 (Sigma) : Human, Recombinant S. Cerevisiae 10mg/ml 
 EGF #324831 (Calbiochem): Factor de Crecimiento Epitelial,(Human, Recombinant 
E.Coli 200µg/ml) 
 Antibióticos Penicilina y Estreptomicina #15140-122 (Gibco): 10000 U/ml Penicilina y 
10000 µg/ml Estreptomicina.  
 Frascos de cultivo (Corning Costar Corporation): frascos de 25, 75 y 175 cm2. 
 Forma Steri-Cycle CO2 Incubator (Thermo Scientific): Incubador células   
 Cult-air BC100 : Campana de flujo laminar.  
 Cryotube Vials #141980 (Thermo Scientific-Nunc) : tubos para congelación de células 
 
 
  III. Material y Métodos                    
50 
 
 2. Antraclicinas 
 2.1 Preparación y determinación de la concentración de doxorubicina 
 La doxorrubicina (Ferrer Farma) se obtuvo a través del Servicio de Farmacia del Hospital 
Clínico Universitario de Valencia, en solución inyectable a una concentración de 2mg/ml. 





 Bajo esta lógica (que la cantidad de moles iniciales será igual a la cantidad de moles 
finales), se puede deducir que:   
                            
 Esta fórmula se utilizó para calcular el volumen necesario del stock de doxorubicina para 
obtener una concentración final de 5 µM en los diferentes volúmenes de frascos de cultivo, de 
acuerdo con la bibliografía consultada [65]. Observaciones: Las Antraciclinas, como 
intercaladores del DNA, son moléculas muy tóxicas. Por este motivo, es necesario trabajar 
siempre con guantes y desechar los residuos generados de manera apropiada (citotóxicos). 
 2.2 Soluciones y Materiales 





gramos de soluto 
peso molecular del soluto 





= 0,003448 M = 3,448 mM 
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 3. Microscopia confocal 
 3.1 Fundamento 
 La microscopía confocal es una tecnología que permite observaciones a una resolución 
mayor que la que se puede lograr con la microscopía óptica convencional.  
Emplea un sistema láser que aplica el haz de luz en forma de barrido, en una pequeña parte del 
espécimen. El láser aplicado a una longitud de onda determinada en la muestra, hace que 
moléculas excitadas de la misma, emitan fluorescencia a una longitud de onda mayor a la aplicada. 
La fluorescencia en una muestra puede ser debida a moléculas que se encuentran de forma natural 
(autofluorescencia como en el caso de la clorofila) o puede ser producida por moléculas aplicadas 
artificialmente a la muestra llamadas fluorocromos.  Hay una gran cantidad de fluorocromos 
específicos en el mercado usados para diferentes estructuras celulares y para diferente emisión de 
fluorescencia.  El uso de varias combinaciones de láser capaces de detectar y producir 
fluorescencia a diferentes longitudes de onda, permite un escaneo de la muestra en un amplio 
rango del espectro de luz, permitiendo la observación de estructuras teñidas con tal detalle, como 
no se puede lograr con técnicas convencionales. 
 3.2 Procedimiento 
 Con el objetivo de analizar la localización intracelular de la doxorrubicina, se procedió a 
sembrar las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 en condiciones normales 
(10.000 células/pocillo) y con doxorubicina 5μM (15.000 células/pocillo) durante 24 horas en 
placas de 8 pocillos especialmente preparadas para microscopía confocal (Cultek).  
 Las células fueron fijadas con formaldehído al 3,7% durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,2% (en PBS) durante 2 
minutos. Tras la permeabilización, las células se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon 
durante 20 minutos en suero al 5% (en tampón 1) de las especies en las cuales se incuba el 
anticuerpo secundario (en nuestro caso goat serum, suero de cabra en inglés). Luego se incubaron 
con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4ºC, en ambiente húmedo y en agitación. 
Después de lavarlas 3 veces durante 10 minutos con tampón 2, se incubaron con el anticuerpo 
secundario diluido en tampón 2 durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente se 
sometieron a 3 lavados de 10 minutos con tampón 2 y Tween-20 al 0,05%, y en el último lavado 
se les añadió Hoechst diluido en PBS. 
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 3.3 Soluciones y materiales 
 Formaldehido (Sigma) # 47608 
 Tampón 1 (PBS; BSA1%; Tritón X-100 0,3%) 
 Tampón 2 (PBS; BSA 0,25%; Tritón X-100 0,1%) 
 PBS (30mM MPO4) #330-000-313 (Therasorb): tampón fosfato salino pH 7.4 (Por 
100ml 620.6mg NaCl, 335.4mg Na2HPO4, 83.9mg NaH2PO4, 2H2O) Solución 
esterilizada mediante autoclavado.  
 BSA (Sigma) # A9647-100G 
 Anticuerpos primarios (Anti-Flt-4,ABCAM, dilución 1:1000) 
 Anticuerpos secundarios (Alexa flúor 546 goat anti-rabbit, # A11010 INVITROGEN, 
dilución 1:1000; Alexa flúor 647 goat anti-rabbit, # A21244 INVITROGEN, dilución 
1:1000; Hoechst, INVITROGEN, dilución 1:500) 
 Goat Serum (DAKO) #X0907 
 Placas 8 pocillos (ThermoFisher) #155409 
 Tritón X-100 (Sigma) # T-8787 




 4. Aislamiento de RNA  
 4.1 Fundamento 
 Uno de los aspectos más importantes en el aislamiento de ácidos nucleicos y proteínas es 
prevenir su degradación durante el procedimiento. Para ello, el RNA total (conteniendo los RNAs 
pequeños) se aisló utilizando el kit mirVana (Ambion, Austin, Texas). El procedimiento de 
aislamiento mirVana para miRNAs combina las ventajas de la extracción orgánica y la extracción 
en fase sólida, evitando al mismo tiempo las desventajas de ambas. 
 4.2 Procedimiento 
 4.2.1 Lisis de la muestra y extracción orgánica.  
El primer paso del procedimiento de kit de aislamiento de mirVana miRNA es romper las 
muestras en un tampón de lisis de desnaturalización. A continuación, las muestras se 
someten a ácido fenol:cloroformo que proporciona una robusta purificación que también 
elimina la mayor parte del DNA (20). 
   III. Material y Métodos               
53 
 
 Lisis celular  
1. Recoger 102-107 células y lavar en PBS frío. 
2. Añadir 300 a 600 ml Solución de Lisis. Las células se lisan 
inmediatamente tras la exposición a la solución.   
3. Vortear para lisar completamente las células y obtener un lisado 
homogéneo.  
 Extracción orgánica 
1. Añadir un volumen de aditivo de homogenado de 1/10 partes del 
volumen de solución de lisis utilizado en el paso previo, e incubar 10 
minutos en hielo. 
2. Vortear durante 30-60 segundos para mezclar. Centrifugar durante 5 
minutos a velocidad máxima (10.000 rpm) a temperatura ambiente para 
separar las fases acuosa y orgánica. Después de la centrifugación, la 
interfase debe ser compacta. 
3. Recuperar la fase acuosa; transferir la fase acuosa a un tubo nuevo. 
Retirar cuidadosamente la fase acuosa (superior) sin perturbar la fase 
inferior, y la transfiere a un tubo nuevo. Anotar el volumen extraído. 
 
  4.2.2 Purificación de RNA final sobre el filtro de fibra de vidrio.  
 El procedimiento para el aislamiento de RNA total es similar a los 
procedimientos de rutina de unión de fibra de vidrio. El etanol se añade a las 
muestras, y se hacen pasar a través de un cartucho de filtro que contiene un filtro 
de fibra de vidrio que inmoviliza el RNA. El filtro se lava entonces unas pocas 
veces, y, finalmente, el RNA se eluye con una solución de baja fuerza iónica.  
  4.2.3 Aislamiento de RNA final 
 1. Añadir 1,25 volumes100% de etanol, y mezclar bien.  
 2. Pasar la mezcla de lisado / etanol a través de un cartucho de filtro.              
  Centrifugar durante ~ 15 segundos para pasar la mezcla a través del filtro.  
  Centrifugar a 10.000 rpm. 
 3. Lavar el filtro con 700 ml de Solución de lavado, y a continuación dos veces  
  con 500 ml de Solución de lavado 2/3. 
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 4. Eluir el RNA con 100 µl de agua libre de nucleasas a 95 ° C. Aplicar 100 µl de 
  agua precalentada (95 ° C). Centrifugar ~ 20 a 30 segundos a máxima velocidad 
  para recuperar el RNA. Recoger el eluído (que contiene el RNA) y almacenarlo  
  a -20 ° C o a continuación. 
 4.2.4 Cuantificación del RNA y evaluación de su calidad 
  La medición de la absorbancia a 260 nm (A260) en un espectrofotómetro es un 
 método simple para determinar la concentración de RNA. La relación de A260 a A280 
 proporciona una indicación de la pureza del RNA. La concentración y pureza del RNA 
 obtenido se midió como la relación de OD260/280 usando un espectrofotómetro 
 GeneQuant pro (GE, Healthcare). La integridad del RNA se determinó por electroforesis 
 capilar utilizando un kit RNA 6000 Nano Lab-on-a-Chip y un Bioanalyzer 2100 (Agilent 
 Technologies, Santa Clara, CA). Sólo las muestras de RNA extraído con un valor de 
 integridad (RIN; RNA Integrity Number) de 8 o superior se utilizaron para su posterior 
 análisis.  
 4.3 Soluciones y materiales 
 mirVana miRNA isolation kit (Ambion) #AM1560 
  
 
 5. Perfiles de expresión de miRNA  
 5.1 Fundamento 
 Los chips de microRNA (del inglés microRNA microarray) son unas superficies sólidas 
a las cuales se une una colección de fragmentos de miRNAs. Las superficies empleadas para fijar 
los miRNA son muy variables y pueden ser de vidrio, plástico e incluso de silicona. Los chips se 
usan para analizar la expresión diferencial de miRNAs, y se monitorizan de manera simultánea 
los niveles de miles de ellos. Su funcionamiento consiste, básicamente, en medir el nivel 
de hibridación entre la sonda específica (probe, en inglés), y la molécula diana (target), y se 
indican generalmente mediante fluorescencia y a través de un análisis de imagen, lo cual indica 
el nivel de expresión del miRNA. Suelen utilizarse para identificar miRNAs con una expresión 
diferencial en condiciones distintas; en nuestro caso, para detectar miRNAs que se expresan de 
manera diferencial en líneas celulares tumorales tratadas y no tratadas con doxorubicina. 
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 5.2 Procedimiento 
 El estudio de los perfiles de expresión de pequeños RNAs no codificantes se realizó 
utilizando un GeneChip miRNA 2,0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA). La matriz contiene 
15.664 secuencias de genes miRNA maduros del miRBase (v15), incluyendo miRNAs 
codificados de 131 organismos que abarcan 2.334 snoRNAs y scRNAAs y 2202 secuencias de 
pre-miRNAs en horquilla. Los experimentos de microarray se llevaron a cabo de acuerdo con el 
protocolo del fabricante. Brevemente, 300 ng de RNA total fue marcado con un equipo de marcaje 
de RNA (FlashTag Biotina HSR de Genisphere). La reacción de marcaje se hibridó a la matriz de 
miRNAs en un horno de hibridación Affymetrix 640, a 48 ° C durante 17 h. Los arrays se tiñeron 
usando Fluidics Station 450 con el guión de fluidos FS450_0003 (Affymetrix), y fueron luego 
escaneados en un escáner GeneChip 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA), utilizando el 
software GeneChip Command Console suministrado por Affymetrix para realizar análisis de 
expresión génica. Los valores extremos de las sondas de miRNAs se definieron y analizaron más 
a fondo según las instrucciones del fabricante (Affymetrix), y el control de calidad, así como el 
resumen de datos y la normalización, se llevó a cabo utilizando la herramienta basada en la web 
miRNA QC Tool (www. affymetrix.com).  
  
 6. Análisis de datos de microarrays 
 Los datos obtenidos (archivos .CEL) fueron filtrados estadísticamente utilizando Partek 
software Suite v6.4 Genómica (Partek Inc., ST Louise, MO), y la entrada de archivos se normalizó 
con el algoritmo promedio multi-array (RMA) para miRNAs. Se realizó un análisis unidireccional 
de la varianza (ANOVA) con el paquete de Partek Genómica en todas las muestras. Los pequeños 
RNAs no codificantes con diferencias estadísticamente significativas entre los grupos y 
tratamientos estudiados se identificaron utilizando un análisis de modelo de varianza con un valor 
de probabilidad (P-valor) de 0,05 o inferior. Los datos fueron analizados también por análisis de 
componentes principales (PCA) para determinar las fuentes significativas de variabilidad; el PCA 
reduce la complejidad de los datos de alta dimensión y simplifica la tarea de identificar patrones 
y fuentes de variabilidad en un conjunto de datos de gran tamaño. Las muestras (dieciocho 
repeticiones biológicas, cada una hibridada a un GeneChip por separado) se representaron por 
esferas en la trama tridimensional. La distancia entre cualquier par de puntos se relaciona con la 
similitud entre las dos muestras en el espacio dimensional (en este caso, cada variable representa 
un espacio unidimensional). Las muestras que están cerca una de la otra en la parcela tienen un 
gran número de variables en común. Por el contrario, las muestras que están muy separadas en la 
trama son diferentes en un gran número de variables.  
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 7. Detección de niveles de expresión de miRNAs y mRNAs mediante PCR en 
tiempo real  
 7.1 Fundamento 
 La cuantificación utilizando las sondas TaqMan microRNA se realiza mediante dos pasos 
de RT-PCR: Una primera etapa de transcripción inversa (RT),en la que el cDNA se transcribe de 
manera inversa a partir de muestras de RNA total usando cebadores específicos de genes de 
miRNA con las sondas microRNA y el Kit TaqMan® microRNA (Applied Biosystems) para la 
transcripción inversa, y una segunda etapa de PCR, en la que los productos de PCR se amplifican 
a partir de muestras de cDNA utilizando sondas específicas para miRNAs y mRNAs (Applied 
Biosystems). 
 Las sondas TaqMan permiten medir la producción de productos de PCR mediante un 
sistema de sondas marcadas con dos fluorocromos. Su utilidad radica en que poseen un fluoróforo 
en su extremo 3' y una molécula en el 5' que bloquea su emisión de fluorescencia (denominada 
en inglés «quencher»); esta sonda marcada hibrida específicamente en la parte central del 
producto de PCR a obtener. De este modo, cuando se efectúa la PCR (con la sonda más el par de 
cebadores específicos), la sonda híbrida en el amplicón, pero, debido a la cercanía del fluoróforo 
al quencher, no se emite fluorescencia; cuando la polimerasa se topa con la sonda la hidroliza 
mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separación del quencher del 
fluorocromo y, por tanto, la emisión de fluorescencia, que está relacionada con la cantidad de 
amplicón producido (25). El proceso tiene lugar durante la amplificación por PCR. Este proceso 
ocurre en cada ciclo y no interfiere con la acumulación exponencial del producto. El aumento en 
la señal de fluorescencia se produce sólo si la secuencia diana es complementaria a la sonda y se 
amplifica durante la PCR.  
 Medida de la expresión relativa: Método del DDCt 
 1. El software mide la amplificación de la diana de interés y de un control 
 endógeno en una muestra de referencia (calibrador) y en muestras de ensayo. El control 
 endógeno se expresa igualmente en todas las muestras; ejemplos de controles endógenos 
 son β-actina, GAPDH, RNU43 y RNA ribosomal 18S. Un control experimental por 
 ejemplo, en un estudio de los efectos de fármacos sobre la expresión génica puede ser  un 
 control sin tratar. . 
 2. Las mediciones para la diana de interés se normalizan para el control endógeno. 
 3. Para determinar la cantidad relativa de la diana en las muestras de prueba, el software 
 compara el CT normalizado para la muestra al CT normalizado para la muestra de 
 referencia. 
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 7.2 Procedimiento 
 La validación se llevó a cabo en la líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, y 
MCF-7. Además, los niveles de expresión para los miRNAs elegidos se comprobaron también en 
células de mama normales MCF-10A. Antes de analizar la expresión de los miRNAs y los genes, 
es necesaria la retrotranscripción de RNA a cDNA, ya que esta molécula es mucho más estable y 
nos permite evitar en gran medida la degradación debida a la conservación y la manipulación. La 
transcripción reversa (RT) se realizó con hexámeros aleatorios usando la transcriptasa reversa 
MultiScribeTM (Applied Biosystems). La síntesis de cDNA se realizó a 42 ° C durante 30 min; 
la reacción se detuvo por calentamiento de la mezcla a 95 ° C durante 5 min, y a continuación, se 
almacenó a -20 ° C hasta su uso. 
 miRNAs 
 Se ultilizaron sondas TaqMan específicas para la detección del  miRNA RNU43 (usado 
como control endógeno o de referencia) y los miRNAs de interés: miR-27a-5p, miR-27b-5p, miR-
29b-1-5p, miR 424-3p (miR-424 *), miR-1972, miR-23a-5p (miR-23a *), miR-449a, miR-449b-
5p, miR-449c- 5p, miR-1207-5p, miR-1275, y miR-25-5p (Applied Biosystems) mediante el 
Sistema de PCR 9700HT Fast en tiempo real (Applied Biosystems). Cada reacción de PCR 
contenía 5 ng de producto de RT, 10μl de TaqMan Universal MasterMIx II- NO UNG (Applied 
Biosystems), y la sonda Taqman 20x en un volumen final de 20 μl. Las condiciones de PCR 
fueron las siguientes: 50 ° C durante 2 min, 95 ° C durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 ° 
C durante 15 seg y 60 ° C durante 1 min. Todas las reacciones de PCR tuvieron lugar en la región 
lineal de amplificación. Los resultados se normalizaron de acuerdo al miRNA RNU43 como 
control interno.  
 mRNAs 
Se ultilizaron sondas TaqMan específicas para la detección del mRNA GAPDH (usado 
como control endógeno o de referencia) y los mRNAs de interés: CDC25A, SIRT1, BCL-2, 
CCNE2, E2F1, E2F3, GMNN, y CDK2 (Applied Biosystems) mediante el Sistema de PCR 
9700HT Fast en tiempo real (Applied Biosystems). Cada reacción de PCR contenía 5 ng de 
producto de RT, 10 μl TaqMan Gene Expression MasterMix (Applied Biosystems), y la sonda 
Taqman 20x en un volumen final de 20 μl. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 50 ° C 
durante 2 min, 95 ° C durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 ° C durante 15 seg y 60 ° C 
durante 20 seg. Todas las reacciones de PCR tuvieron lugar en la región lineal de amplificación. 
Los resultados se normalizaron de acuerdo al mRNA GAPDH como control interno. 
 En ambos casos el ciclo umbral (CT) se determinó automáticamente, y luego la expresión 
relativa de los genes miRNA se calculó como sigue: cantidad relativa =2-Δ (ΔCT), donde ΔCT= CT 
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del miRNA de interés – CT del miRNA usado como control interno, y Δ(ΔCT) = ΔCT del grupo 
estudiado-ΔCT del grupo basal. Se eligieron los niveles miRNA en las células no tratadas como 
grupo basal. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se representan como 
la media más o menos la desviación estándar (±SD). La comparación entre dos grupos se realizó 
con una prueba T-Student de dos colas. Los P-valores inferiores a 0,05 fueron considerados como 
estadísticamente significativos.  
 7.3 Soluciones y materiales 
 miR-27a-5p (#002445) 
 miR-27b-5p (#002174) 
 miR-29b-1-5p (#002165) 
 miR 424-3p (#002309) 
 miR-1972 (#245466) 
 miR-23a-5p (#002439) 
 miR-449a (#001030) 
 miR-449b-5p (#001608) 
 miR-449c- 5p (#241086) 
 miR-1207-5p (#241060) 
 miR-1275 (#002840) 
 miR-25-5p (#002442) 
 RNU43 (#001095) 
 CDC25A (#Hs00947994_m1) 
 SIRT1 (#Hs01009006_m1) 
 BCL-2 (#Hs00608023_m1) 
 CCNE2 (#Hs00180319_m1) 
 E2F1 (#Hs00153451_m1) 
 E2F3 (#Hs01076037_m1) 
 GMNN (#Hs00210707_m1) 
 CDK2 (#Hs01548894_m1) 
 GAPDH (#Hs03929097) 
 Taqman MicroRNA Reverse Transcription Kit (#4366597) 
 High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (#4368814) 
 TaqMan Gene Expression MasterMix (#4369016) 
 TaqMan Universal MasterMIx II- NO UNG (#4440043) 
 8. Análisis de interacciones miRNA-gen; herramientas bioinformáticas 
 La base de datos miRBase (http://www.mirbase.org/), un recurso de búsqueda que 
contiene las secuencias y las anotaciones de los miRNAs, se utilizó para renombrar con criterios 
similares todos los miRNAs. Cada entrada en la base de datos de las secuencias de miRBase 
representa la horquilla de un transcrito inmaduro de un miRNA (denominado mir), y contiene 
información sobre la ubicación y la secuencia de los genes miRNA maduros (denominados miR). 
Las interacciones miRNA-mRNA fueron computacionalmente predichas y combinadas mediante 
el cálculo de la Unión de Genes Diana (Unión génica) utilizando el servicio web Diana-microT-
CDS [15]. El servicio web v2.1 DIANA-miRPath se utilizó para identificar las vías de KEGG 
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(Kyoto Enciclopedia de Genes y Genomas) que fueron dianas significativas de los miRNAs 
seleccionados. Del total de las supuestas vías reguladas, algunas fueron seleccionadas mediante 
la combinación de su significación estadística, el número de genes diana, y la importancia 
biológica en el contexto del estudio. Cada una de las interacciones miRNA-mRNA dentro de cada 
vía, se representaron mediante Heat map software Builder1 Versión 1.1 (Figura suplementaria 1). 
 Para analizar las dianas concretas de los miRNAs, se utilizó el software miRWalk2.0, que 
suministra una gran colección de las interacciones de los genes diana de miRNAs, tanto  teóricos  
como verificados experimentalmente mediante diversas técnicas, y que combina no sólo sitios de 
unión de miRNA dentro de la secuencia completa de un gen, sino que también combina esta 
información con una comparación de sitios de unión resultantes de 12 programas de predicción 
de genes diana de miRNAs (DIANA-microTv4.0, Diana-microT-CDS, MiRanda, mirBridge, 
miRDB4.0, miRmap, miRNAMap, PicTar2, PITA, RNA22v2, RNAhybrid2.1 y Targetscan6.2).  
 
 9. Estudios funcionales   
 9.1 Ensayos de viabilidad celular  
 9.1.1 Fundamento 
 El sistema de MTT es un método simple, preciso, y reproducible de medición de la 
actividad de las células vivas a través de actividad de la deshidrogenasa mitocondrial. La clave 
de este método es el 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5- difenil tetrazolio o MTT. Las soluciones de 
MTT solubilizado en medio de cultivo tisular sin rojo fenol, son de color amarillento. Las 
deshidrogenasas mitocondriales de células viables escinden el anillo de tetrazolio, produciendo 
cristales de formazán MTT púrpura que son insolubles en solución acuosa. Los cristales se pueden 
disolver en isopropanol acidificado. La solución púrpura resultante es espectrofotométricamente 
medible. Un aumento en el número celular se traduce en un aumento en la cantidad de formazán 
MTT formado y en un aumento de la absorbancia. 
 9.1.2 Procedimiento 
 El estudio de la viabilidad celular se midió utilizando un Kit de Determinación de 
Crecimiento Celular basado en MTT (# GDC1; Sigma). La solución MTT se añadió a cada pocillo 
en condiciones estériles (concentración final fue de 10% del volumen total) y las placas se 
incubaron durante 4 horas a 37 ° C. Los cristales de formazán formados tras esas cuatro horas de 
incubación, se disolvieron en solución de solubilización (1: 1). La absorbancia del producto 
formazán disuelto se midió a 570 nm con corrección de fondo en 690 nm usando un lector de 
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microplacas. Las diferencias estadísticamente significativas fueron evaluadas mediante la prueba 
T-student. 
 9.1.2.1. Determinación de las curvas de crecimiento 
 La determinación de las curvas de crecimiento es la etapa previa al diseño de posteriores 
experimentos que permite conocer la densidad del inóculo inicial para cada línea celular que nos 
asegure que trabajamos en condiciones de crecimiento exponencial. 
 - Sembrar en placas de 96 pocillos una fila con 100 µl de volumen de medio que 
 contengan 2.500, 5.000 ó 10.000 células (por triplicado). 
 - A intervalos de 0, 12, 16,24, 48, y 72horas de incubación, sacar una placa y tratarla de 
 la siguiente manera: 
 - Añadir 10 ul MTT (5mg/ml) e incubar 3 horas a 37ºC, protegiendo la placa de la luz. 
 - Solubilizar los cristales de formazán producidos en la placa con 100 ul de 0.08 M HCl 
 en isopropanol (solución de solubilización) y agitar la placa 30 minutos a temperatura 
 ambiente, protegida de la luz. 
 - Cuantificar el color de las muestras a 570 nm (absorbancia muestral) – 690 nm 
 (absorbancia de ruido de fondo) en espectrofotómetro.  
 9.1.2.2 Determinación de la citotoxicidad de las Antraciclinas 
 Una vez determinada la densidad del inóculo inicial para cada línea celular que nos 
asegure que trabajamos en condiciones de crecimiento exponencial desde las 24 hasta las 120 
horas, se procedió a determinar la citotoxicidad de la doxorubicina. Los ensayos de citotoxicidad 
nos permiten conocer la capacidad de las doxorubicina para inhibir el crecimiento en las diferentes 
líneas celulares. 
 1) Sembrar placa de 96 con una densidad de células que asegure un crecimiento 
 exponencial de cada línea. Incubar 24 horas a 37ºC en una atmósfera con un 5% CO2. 
 2) Tratar las células a diferentes tiempos con la concentración de doxorubicina 
 determinada (por triplicado). Incubar a 37ºC en una atmósfera con un 5% CO2 durante 
 diferentes tiempos, sacar las placas y proceder con el ensayo del MTT (ver apartado 
 8.1.2.1) 
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 9.1.2 Soluciones y Materiales 
Kit MTT : Solucion MTT y Solución Solubilización (SIGMA) #CGD1 
Medio de cultivo apropiado sin Rojo Fenol: DMEMF12(1X) (GIBCO) #21041-025  
Placas 96 pocillos (COSTAR) #3599 
- Tripsina-EDTA  
- 10x PBS  
-Espectrofotómetro 
 9.2 Transfección de miRNA 
 9.2.1 Fundamento 
 Las técnicas de transfección celular, que se han desarrollado fundamentalmente para 
permitir la introducción de ácidos nucleicos en el interior de las células, han permitido en gran 
medida ampliar los conocimientos acerca de la regulación génica y de la función de las proteínas 
en los sistemas celulares. 
 Una de las técnicas actuales de transfección es mediante método químico de lipofección; 
basado en la formación de complejos entre lípidos catiónicos y, en nuestro caso miRNA. El 
complejo tiene afinidad por la membrana y permite la entrada del miRNA en el citosol. Una de 
las posibles vías es la incorporación de liposomas a la membrana y la entrada mediante flip-flap. 
Es esencial optimizar las condiciones específicas de transfección para obtener buenas eficiencias, 
que suelen ser en buenas condiciones de entre el 70 y el 90% de las células de la placa. Las 
desventajas del método es, aparte del elevado precio de los lípidos, el hecho de que no todos los 
lípidos funcionan en todos los tipos celulares, y que hay que optimizar el ensayo para cada tipo 
celular. Los parámetros a optimizar son la relación entre lípido y DNA (relación de cargas), la 
cantidad de DNA empleado, el tiempo que se exponen las células al complejo y la presencia o 
ausencia de suero. 
 9.2.2 Procedimiento 
 Se procedió a la transfección de las líneas celulares con mímicos o inhibidores de 
miRNAs específicos.  El CyTM3, se utilizó como control negativo para la transfección (scramble 
en inglés). La reacción se realizó con el reactivo TransIt-X2 Delivery System (Mirus), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Las células se transfectaron en placas de 96 pocillos con 
concentraciones miRNA mímico / inhibidor 50 nM, y luego se expusieron a 5 µM de 
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doxorrubicina durante 24 horas. Aproximadamente 18-24 horas antes de la transfección, se 
sembraron 10.000 células/pocillo de las líneas MDA-MD-231, MDA-MB-468 y MCF-7. 
 Para la mayoría de tipos de células, los cultivos deben ser ≥ 80% confluentes en el 
momento de transfección; por ello los cultivos celulares se incubaron durante la noche. 
Inmediatamente antes de la transfección, se prepararon los complejos de siRNA 
(mímicos/inhibidores) con reactivo de transfección (TransIT-X2) en 250ml de medio Opti-MEM 
I reducido de suero en un tubo estéril al que se añadieron 6,8 µl de una solución madre 5 µM 
siRNA (50 nM concentración final por pocillo) y se pipeteó suavemente para mezclar 
completamente. Posteriormente, se añadieron 7,5µl de TransIT-X2. Se pipeteó suavemente para 
mezclar completamente. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 15-30 minutos para 
dar tiempo suficiente para que los complejos se formaran. A continuación, se distribuyeron los 
complejos de transfección de células en medio de crecimiento completo y se añadieron gota a 
gota a diferentes las áreas de los pocillos. Se incubó durante 24 horas o según requerimiento. No 
fue necesario sustituir el medio completo de crecimiento con medio fresco. Cada experimento se 
realizó por triplicado.  
 
 9.2.3 Soluciones y Materiales: 
 hsa-miR-548c-3p pre-miR miRNA precursor #AM17100 (Ambion) 
 hsa-miR-548c-3p anti-miR miRNA inhibitor #AM17000 (Ambion) 
 CyTM3-labeled pre-miR #AM17120 (Ambion) 
 hsa-miR-449a mirVana® miRNA Mimic #MC11127 (Ambion) 
 hsa-miR-449b-3p mirVana® miRNA Mimic #MC15179 (Ambion) 
 hsa-miR-449c-3p mirVana® miRNA Mimic #MC16006 (Ambion) 
 hsa-miR-449a Anti-miR® miRNA Inhibitor #MC11127 (Ambion) 
 hsa-miR-449b-3p mirVana® miRNA Inhibitor #MC15179 (Ambion) 
 hsa-miR-449c-3p mirVana® miRNA Inhibitor #MC16006 (Ambion) 
 Opti-MEM® I (1X) [+]Hepes; [+]2,4g/l Sodium Bicarbonate  medium; [+]L-Glutamine 
#31985-070 (Gibco) 
 TransIT-X2® Dynamic Delivery System #MIR6000 (Mirus) 
 Placas de 6 pocillos, 96 pocillos y frascos 25cm3 (Corning flasks) 
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 9.3 Estudios de ciclo celular y apoptosis: citometria de flujo 
 9.3.1 Fundamento 
 La citometría de flujo es una tecnología biofísica basada en la utilización de luz láser, 
empleada en el recuento y clasificación de células según sus características morfológicas, 
presencia de biomarcadores, y en la ingeniería de proteínas. En los citómetros de flujo, las células 
suspendidas en un fluido atraviesan un finísimo tubo transparente sobre el que incide un delgado 
rayo de luz láser. La luz transmitida y dispersada por el pasaje de las células a través del tubo se 
recoge por medio de unos dispositivos de detección, permitiendo hacer inferencias en cuanto a 
tamaño y complejidad de las células. También permite el análisis multiparamétrico simultáneo de 
otras características físicas y químicas, evaluando en promedio más de dos mil partículas por 
segundo. 
 Se pueden utilizar un amplio rango de fluoróforos como etiquetas para el marcado 
fluorescente en citometría de flujo. Los fluoróforos se encuentran por lo general químicamente 
unidos a anticuerpos específicos capaces de reconocer una determinada molécula diana en la 
superficie o en el interior de la célula. Estas etiquetas fluorescentes también pueden unirse 
químicamente a casi cualquier compuesto químico que presente una cierta afinidad por 
la membrana o alguna otra estructura celular. Cada fluoróforo posee un pico de excitación 
característico, y una longitud de onda de emisión también característica. Sin embargo los 
espectros de emisión de diferentes etiquetas con frecuencia se superponen, por consiguiente, la 
combinación de marcadores que pueden ser usados depende de la longitud de onda de la 
lámpara(s) o del láser(es) usados para excitar los fluorocromos y en los tipos de detectores que se 
encuentren disponibles.  
 9.3.2 Procedimiento 
 Se sembraron 2x106 células/ml en placas de 6 pocillos (con su medio de cultivo 
correspondiente: medio DMEM/F12, suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal –SBF- y 1% 
de antibiótico –penicilina/estreptomicina-, hasta lograr  80 % de confluencia sobre las 24 horas 
de cultivo celular).  
 Se realizaron lecturas de viabilidad y proliferación celular por citometría de flujo (CMF) 
a las 24 horas de tratamiento con doxorrubicina, con sus respectivos controles sin tratar, y para la 
línea celular transfectada con los mímicos miR-449 (miR-449 a, b y c combinados). 
 La viabilidad celular se determinó midiendo los porcentajes de apoptosis mediante CMF 
(Becton Dickinson). Para el cálculo de la viabilidad celular se realizó el marcaje celular con 0,5 
mg/ml de anexina V conjugada con el fluorocromo FITC y 0,5mg/ml de Ioduro de propidio (PI), 
incubándose 15 mins en oscuridad a temperatura ambiente. El cálculo de la unión a anexina que 
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se produce en las células apoptóticas debido a la translocación de los residuos de fosfatidilserina 
de membrana y la incorporación de PI debido a la pérdida de integridad de la membrana 
plasmática, se realizó por CMF mediante el uso del kit FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit 
I (BD PharmingenTM), pudimos conocer para cada célula el estado de apoptosis que presentaba. 
Para el estudio de la influencia de la doxorubicina sobre la actividad proliferativa de las células 
cancerígenas, se analizó el ciclo celular midiendo el contenido de DNA celular siguiendo el 
procedimiento comercial (Inmunostep). El análisis de los resultados se realizó con Flowjo Single 
Cell Analysis Software v10. 
 
 9.3.2.1 Protocolo para los ensayos de proliferación celular 
 a. Análisis de la apoptosis celular 
La viabilidad celular fue determinada mediante el cálculo del porcentaje de apoptosis por 
CMF. (BD). Para el cálculo de la viabilidad celular de las líneas celulares empleadas, las 
células fueron marcadas con 0.5 mg/ml anexina V conjugada con el fluorocromo FITC y 
0,5mg/ml de yoduro de propidio (PI). Posteriormente, las células fueron incubadas 15 
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Tras la incubación, se añadieron 400 µl 
de tampón de unión (kit BD).  
 b. Análisis del ciclo celular 
Para estudiar la influencia de la doxorrubicina en la actividad proliferativa de las células 
de cáncer de mama, se analizó el ciclo celular de las líneas MDA-MB-231y MDA-MB-
231R, midiendo el contenido de DNA celular con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, una 
tinción fluorescente que se une fuertemente a regiones ricas en A-T del DNA) mediante 
CMF. 
Para el análisis del ciclo celular, las células se mantuvieron en hielo antes de la fijación. 
Tras despegar las células con tripsina, se adicionaron 2x106 células por tubo de citómetro. 
Posteriormente, se realizaron dos lavados (1200 rpm 5 min) con PBS frío. A continuación, 
tras decantar el último lavado, las células se fijaron con 1 ml de 80% de etanol frio, re-
suspendiendo la suspensión celular lentamente con la pipeta. Seguidamente, las células 
se incubaron con etanol durante 2 horas a -20ºC, y se lavaron dos veces con PBS frío. Por 
último, las células fueron re-suspendidas con 1 ml de la solución extemporánea 
DAPI/TX-100, y fueron incubadas 30 minutos a temperatura ambiente antes del análisis 
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por CMF. Las muestras fueron filtradas previamente a la adquisición, para eliminar los 
posibles agregados formados. (DAPI: Excitación a 405nm y emisión a 450nm). 
 
 9.4 Línea celular MDA-MB-231 resistente a doxorrubicina 
 La línea MDA-MB-231 Xc1 (resistente a doxorubicina, en adelante “MDA-MB-231R”) 
fue cedida por el laboratorio del Dr. Federico Rojo (Fundación Jiménez-Díaz, Madrid). La 
resistencia se generó mediante un esquema de tratamientos puntuales (24 horas de tratamiento) y 
crecientes (realizando ciclos de tratamiento doblando la concentración secuencialmente). A partir 
de un stock de 10mM de doxorubicina, se determinó del valor de IC50 con rango de 
concentraciones: 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100, 150 μM de doxorrubicina.  Se seleccionó como 
concentración inicial de tratamiento para generar resistencia el valor de concentración en la que 
la viabilidad celular era del 80% (1 μM de doxorrubicina). Se añadió doxorrubicina a 
concentración final de 1 μM (de forma paralela y simultanea se cultivó la línea parental, como 
control sensible del procedimiento). Tras 24 horas de tratamiento se retiró el medio del cultivo y 
se añadió medio de cultivo nuevo, sin tratamiento. Tras 24 horas sin tratamiento se añadió 
doxorrubicina a concentración final de 1 μM. (En este punto fue muy importante observar si se 
había producido mucha muerte celular después del tratamiento, en caso afirmativo no se trató el 
cultivo hasta que se observó crecimiento y la confluencia llegase al 50-70%). Pasadas 24 horas 
de tratamiento se retiró el medio del cultivo y se añadió medio de cultivo nuevo sin tratamiento. 
Se realizaron 5 ciclos de tratamiento con 1 μM de doxorrubicina. Terminado los ciclos se realizó 
MTT como control de generación de la resistencia rango de concentraciones: 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 
100, 150 μM (se realizaron en paralelo MTT de la línea parental para comparar la evolución de 
la resistencia).  
 Cuando el cultivo alcanzó un 70% de confluencia se trató con doxorrubicina a 
concentración final de 2 μM (al doble de la concentración inicial) durante 24 horas. Pasadas 24 
horas de tratamiento se retiró el medio del cultivo y se añadió medio de cultivo nuevo sin 
tratamiento. Tras 24 horas sin tratamiento se añadió doxorrubicina a concentración final de 2 μM. 
(En este punto fue muy importante observar si se había producido mucha muerte celular después 
del tratamiento, en caso afirmativo no se trató el cultivo hasta que se observó crecimiento y la 
confluencia legase al 50-70%). Se realizaron 5 ciclos de tratamiento con 2 μM de doxorrubicina. 
Terminado los ciclos se realizó MTT como control de generación de la resistencia.  
 El esquema de tratamiento se repitió incrementando la concentración al doble de la 
anterior tras 5 ciclos de tratamiento hasta una concentración de 128 μM de doxorrubicina. En cada 
final de ciclo se realizó MTT como control y se congelaron viales.  
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 10. Muestras de pacientes 
 10.1 Fundamento 
 El análisis de ácidos nucleicos se ha convertido en una herramienta muy importante en el 
diagnóstico e investigación en biología molecular. Actualmente, sobre todo para estudios 
retrospectivos, el material más comúnmente analizado son los tejidos embebidos en parafina. El 
material biológico conservado de esta forma constituye una forma incalculable de información, 
sin embargo, la obtención de RNA a partir de este tejido es bastante complicada debido a que ha 
estado expuesto a la degradación durante el proceso de fijación. 
 Con el objetivo de validar los resultados obtenidos en las líneas celulares respecto a la 
expresión de los miRNAs de la familia 449 y de sus posibles dianas génicas, se seleccionaron 
pacientes de cáncer de mama con subtipo molecular triple negativo, así como muestras de mama 
sanas provenientes de reducciones mamarias, a través del Servicio de Anatomía Patológica del 
Hospital Clínico Universitario de Valencia. Respecto de la selección, se escogieron muestras 
parafinadas de pacientes con los siguientes criterios: una primera muestra recogida en la biopsia 
efectuada a cada paciente (es decir, la muestra tumoral sin ningún tipo de tratamiento), y otra 
segunda muestra recogida en la cirugía (es decir, tras recibir tratamiento neoadyuvante con 
antraciclinas). El objetivo de este procedimiento fue analizar los patrones de expresión de los 
miRNAs de la familia 449 (miR-449a, miR-449b, y miR-449c) y sus genes diana potenciales y 
validados, en las mamas sanas, en aquellas tumorales, y en esas mismas muestras tumorales 
tratadas en quimioterapia con antraciclinas. 
 Todas las pacientes firmaron un consentimiento informado para la utilización del material 
biológico extraido, incluido en el proyecto de las Dras. Lluch y  Eroles “Análisis de la expresión 
génica y su regulación (microRNAs y metilación) en tumores de mama triples negativos” 
(Anexos). 
 10.2 Procedimiento 
 10.2.1 Extracción de RNA 
 Existen diversos kits de extracción exclusivos para muestras embebidas en parafina. En 
este caso utilizamos el RecoverAll Total Nucleic Acid Kit de Ambion. Partimos de 4 cortes 
parafinados de 5-10 μm, contenidos en un tubo de 1,5ml, y obtenidos a partir de cortes 
longitudinales de tejido que se habían seleccionado previamente por tener una buena 
representatividad del tumor o por tratarse de tejido adyacente. Los cortes se desparafinaron con 
dos baños de Xilol al 100% a 50ºC para la eliminación de los reactivos de fijación. Una vez 
desparafinado el tejido, se lava con etanol al 100%para eliminar los posibles restos de Xilol. A 
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cada muestra se le añade posteriormente proteasa y un tampón de digestión y se dejaincubar 
durante una hora a 50ºC seguido de 15 minutos a 80ºC. A este homogenado se le añade un tampón 
de aislamiento que se filtra a través de una membrana a la que, debido a las condiciones del 
tampón, se unen específicamente todos los ácidos nucleicos de la muestra, mientras que otros 
componentes (como sales y proteínas) no lo hacen y pasan a través del filtro sin quedar retenidos. 
Tras esto se lava la membrana con dos tampones de lavado diferentes. En este punto se procede 
a eliminar el DNA unido al filtro mediante una digestión de treinta minutos con enzima DNAsa. 
Tras esta digestión, se procede a la eliminación de los fragmentos de DNA mediante pasos 
secuenciales de lavado con los dos tampones de lavado. Finalmente, el RNA purificado se separa-
libera de la columna mediante agua libre de nucleasas y la muestra se guarda a -80ºC. La 
concentración y pureza del RNA se mide posteriormente mediante Nanodrop©. 
 10.2.2 Retrotranscripcion 
 La transcripción reversa (RT-PCR) es una técnica que permite sintetizar DNA 
complementario (cDNA) a moléculas de RNA usando para ello la enzima transcriptasa reversa. 
El cDNA obtenido es la cadena complementaria de la cadena molde de RNA. El kit High Capacity 
cDNA Reverse Transcription de la casa comercial Applied Biosystems utiliza una mezcla de 
cebadores de ocho nucleótidos con secuencias generadas al azar (random primers, en inglés) para 
iniciar la síntesis de la hebra de DNA complementario. El Kit permite retrotranscribir entre 0,02 
y 2 µg de RNA total en un volumen final de 20µl utilizando la enzima Multiscribe©. Los random 
primers aseguran que la primera hebra de síntesis se produzca eficientemente a partir de todas las 
moléculas de RNA presentes, tanto mRNA (mensajero) como rRNA (ribosómico). 
 10.2.3 Preamplificacion 
 Al tratarse de muestras de RNA/cDNA que provenían de parafinas, realizamos un paso 
de pre-amplificación previa a la amplificación propiamente dicha, para enriquecer la muestra de 
cDNA. Debido a la degradación de RNA, su cantidad en muestras embebidas en parafina es 
pequeña por lo que para poder detectarla más tarde mediante PCR real time, se realiza este paso. 
En nuestro caso, utilizamos 2X TaqMan PreAmp Master Mix (Applied Biosystems), 20X de las 
diferentes sondas de los genes de interés (Applied Biosystems) y 250ng de cDNA y agua hasta 
un volumen final de 25uL. Cada mix con la muestra se puso en un pocillo de una placa de 96 y 
se llevó a cabo la reacción de amplificación mediante el siguiente programa: 10 min a 95ºC; 14 
ciclos de 15 segundos a 95º C y 4 minutos a 60ºC. Una vez amplificadas las muestras se 
congelaron a -20ºC para su mantenimiento y posterior uso en PCR en tiempo real (Véase apartado 
7.1).  
 
  III. Material y Métodos                    
68 
 
 10.2.4 Amplificación cuantitativa del RNA (PCR en tiempo real) 
 La PCR cuantitativa (en inglés, quantitative polymerase chain reaction; qPCR o Q-PCR) 
o PCR en tiempo real (en inglés real time PCR) es una variante de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) utilizada para amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta 
el producto de la amplificación de ácido desoxirribonucleico (DNA). Para ello emplea, del mismo 
modo que la PCR convencional, un molde de DNA, al menos un par de cebadores específicos, 
dNTPs, un tampón de reacción adecuado, y una DNA polimerasa termoestable; a dicha mezcla se 
le adiciona una sustancia marcada con un fluoróforo que, en un termociclador que 
albergue sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluoróforo a la longitud de 
onda apropiada, permita medir la tasa de generación de uno o más productos específicos. Dicha 
medición, se realiza luego de cada ciclo de amplificación y es por esto que también se le denomina 
PCR en tiempo real (es decir, PCR inmediata, simultánea). En muchos casos el molde que se 
emplea para la PCR cuantitativa no es desde el principio DNA, sino que puede ser DNA 
complementario (cDNA), de hebra simple, obtenido por retrotranscripción de ácido 
ribonucleico (RNA); en este caso, la técnica es una RT-PCR cuantitativa o en tiempo real, o RT-
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 1. Estudio de la viabilidad en lineas celulares. Efecto de la doxorubicina  
Se estudió la viabilidad de las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en 
condiciones normales (WT-wild type-) y en presencia de tratamiento (DOX-doxorubicina-). En 
placas de 96 pocillos, se realizaron siembras iniciales de 15.000 células por triplicado para cada 
línea celular. En las condiciones normales, se analizó el crecimiento celular a las 24, 48 y 72 horas 
posteriores al tiempo 0 (t0). En las condiciones de tratamiento, las células fueron tratadas a una 
concentración fija de 5µM de doxorubicina y se analizó su crecimiento, del mismo modo que los 
controles, tras 24, 48 y 72 horas de exposición al fármaco (a partir del t0). Para el análisis de 
viabilidad, se utilizó el método del MTT. Los resultados obtenidos se analizaron estadísticamente 
mediante test-T de comparación de medias. En el caso de las líneas WT, la viabilidad aumentó de 
manera estadísticamente significativa con el tiempo respecto de la siembra inicial; en la línea 
MDA-MB-231, a las 48 horas, la población se duplicó (192,68%, p=0,0034) y a las 72 horas, la 
población celular se triplicó (302,64% p=0,0002), llegando a la confluencia. En la línea MDA-
MB-468, a las 48 horas la población se triplicó (306,36%, p=0,000056), mientras que a las 72 
horas se cuadruplicó (420,49%, p=1,2x10-6), alcanzando también la confluencia. La línea MCF-
7 presentó una menor tasa de aumento de viabilidad llegando a algo más del doble de población 
a las 72 horas (243,77%, p=0,00045). Cuando se trataron con doxorubicina a 5µM, se observó un 
descenso de la viabilidad de manera tiempo-dependiente: a las 24 horas las tres líneas habían 
reducido en un 50% aproximadamente su viabilidad (MDA-MB-231, 51,22 %, p=0,028; MDA-
MB-468, 55,48%,   p=0,016; MCF-7, 46,96%, p= 0,013) respecto a la misma línea sin tratamiento. 
Pasadas 48 horas, esa viabilidad se redujo al 40% aproximadamente (MDA-MB-231, 41,46 %, 
p=0,018; MDA-MB-468, 42,76%,   p=0,026; MCF-7, 38,33%, p= 0,003), y para las 72 horas de 
tratamiento se redujo en torno al 20% para MDA-MB-231(21,95% p=0,0024) y MDA-MB-468 
(28,27% p=0,0067) y un poco menos (34,79% p=0,0058) para las MCF-7. (Figura 4.1). De 
acuerdo con nuestros resultados y con los obtenidos en los trabajos previos consultados (232-
234), establecimos el uso de la doxorubicina a una concentración de 5µM y un tiempo de 















Figura 4.1 Análisis de la viabilidad en líneas celulares de cáncer de mama tratadas con doxorubicina. 
La viabilidad se midió por MTT a diferentes tiempos de exposición a 5µM de doxorubicina. Cada 
experimento se realizó por triplicado y se analizó estadísticamente con un test T-Student de comparación 
de medias. Las comparaciones se realizaron respecto al tiempo cero (t0) de la línea control.  
(*p<0,05;**p<0,01). WT: wild type (fenotipo salvaje); DOX: tratadas con doxorubicina. 
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 2. Estudio de la localización celular de la doxorubicina 
 Con el objetivo de confirmar la internalización de la doxorubicina y determinar su 
localización intracelular, se realizaron experimentos de inmunofluorescencia con microscopía 
confocal. Se trataron las células durante 24 horas a una concentración de 5μM de doxorubicina 
disuelta en el medio de cultivo, de acuerdo a los resultados obtenidos en el apartado anterior. 
Posteriormente las células se fijaron, se permeabilizaron, se tiñeron y fueron sometidas a 
inmunofluorescencia. Para la tinción de los núcleos se utilizó Hoechst (pseudo-color azul), y para 
delimitar las membranas y el citoplasma se utilizó el anticuerpo de Flt-4 (pseudo-color verde). La 
doxorubicina aparece en pseudo-color rojo. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.2. 
Se observa tinción positiva para núcleos (azul), para Flt-4(verde), en las líneas celulares no 
tratadas con doxorubicina, y en aquellas que sí estuvieron sometidas a tratamiento, se observa 
además una tinción positiva en color rojo, correspondiente al fármaco. En primera instancia, se 
observó una localización nuclear de la doxorubicina, hecho que concuerda con la localización que 
se le presupone para llevar a cabo su función citostática. En una segunda fase, para confirmar esos 
resultados, se realizó un análisis de co-localización de la señal de fluorescencia de cada una de 
las moléculas (figura 4.3). En todos los casos, se observó que las zonas de fluorescencia emitida 
por el Flt4 (membranas y citoplasma) no co-localizaban con los núcleos celulares, es decir, no se 
observó solapamiento de color verde con azul en la gráfica de fluorescencia. De esta manera 
quedaron perfectamente delimitadas y diferenciadas las membranas y el citoplasma de los núcleos 
celulares. Sin embargo, las zonas de fluorescencia emitida por la doxorubicina sí que co-
localizaban con los núcleos celulares, como muestra el gráfico de fluorescencia, generándose una 
zona de solapamiento entre el color azul y el color rojo. Las zonas con fluorescencia en color 
verde (Flt-4 para membranas y citoplasma) no solaparon con las fluorescentes en color rojo 
















Figura 4.2 Detección por inmunofluorescencia mediante microscopía confocal de la localización 
celular de la doxorubicina. Se utilizó Hoechst para teñir los núcleos (azul), Flt-4 para marcar membranas 
y citoplasma (verde) y autofluorescencia para la doxorubicina (rojo). A) MDA-MB-231, B) MDA-MB-
468, C) MCF-7. 






Figura 4.3 Detección por inmunofluorescencia mediante microscopía confocal de la localización 
celular de la doxorubicina. Ampliación de las imágenes obtenidas en la figura anterior. En color amarillo 
aparece la co-localización de señal entre membrana/citoplasma (Flt-4) con la doxorubicina. En color 
morado aparece la co-localización de señal entre los núcleos (Hoechst) y la doxorubicinia. A) MDA-MB-
231, B) MDA-MB-468. 
 
 




 3. Arrays de expresión de miRNAs  
 3.1 Extracción y análisis de la calidad del RNA de las muestras obtenidas 
 Se trataron las células durante 24 horas a una concentración de 5μM de doxorubicina 
disuelta en el medio de cultivo, de acuerdo a los resultados obtenidos en los apartados anteriores. 
Tras completar el tratamiento, se recogieron los pellets celulares y se extrajo en RNA total. La 
calidad e integridad del RNA de cada muestra a incluir en el estudio de expresión por chips de 
miRNA, se evaluó mediante el RNA Integrity Number (RIN) de Agilent, una herramienta de 
software diseñada para estimar la integridad de las muestras de RNA total. Esta herramienta 
determina la integridad de la muestra por toda la traza electroforética de la muestra de RNA. Esto 
incluye la detección de la presencia de productos de degradación. De esta manera, se tiene acceso 
a la interpretación de un electroferograma, se pueden comparar diferentes muestras, y se asegura 
la reproducibilidad de los experimentos. El RIN asignado es independiente de la concentración 
de la muestra, del instrumento y del analista, convirtiéndose por tanto en un estándar de facto para 
la integridad del RNA. En nuestro estudio, el RIN para cada muestra (incluyendo los triplicados) 
estuvo en todos los casos por encima de 8,5 en una escala de 1 a 10.  
 3.2 Análisis de expresión de miRNAs 
 3.2.1 Análisis de Componentes Principales   
 En una primera fase de este estudio, con el fin de obtener una visión general de las 
posibles diferencias en los perfiles de expresión de miRNAs de las líneas celulares MDA-MB-
231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones normales y de tratamiento (doxorubicina 5µM, 24 
horas), tanto entre líneas como en cada una por separado, se realizó un Análisis de Componentes 
Principales (PCA) con los resultados obtenidos por el chip GeneChip miRNA 2.0 Array 
(Affymetrix). Cada línea celular se representó (por triplicado) con puntos de colores (Fig 4.4a) 
agrupados en elipsoides de colores (Fig. 4.4b,c,d). Se observaron perfiles similares de expresión 
de miRNAs para las líneas MDA-MB-231 y MDA-MB-468, como muestra la agrupación de los 
puntos de cada condición y línea celular, mientras que la línea celular MCF-7 difirió 
sustancialmente de las otras dos (Fig. 4.4a). Además, de manera complementaria, se confirmaron 
las diferencias de expresión entre las condiciones normales versus tratamiento con doxorubicina 
en cada línea celular de cáncer de mama por separado (Fig. 4.4 b, c y d). 
 




Figura 4.4 Análisis de componentes principales (PCA) de los perfiles de expresión de miRNAs en 
líneas celulares de cáncer de mama tratadas con doxorubicina. El perfil de la línea celular MDA-MB-
231 (a, b) está representada por puntos rojos (células control) y puntos azules (células tratadas). El perfil 
de células MDA-MB-468 (a, c) está representado por los puntos verdes (células de control) y los puntos de 
color púrpura (células tratadas). El perfil de las células MCF-7 (a, d) está representado por puntos de color 
naranja (células de control) y los puntos de color turquesa (células tratadas). Las elipses de colores muestran 
una direccionalidad diferente en cada línea celular basada en las similitudes y diferencias entre las Los ejes 
corresponden a los componentes principales; PC1: eje x, PC2: eje y, y PC3: eje z. 
 
 3.2.2 Regulación de los miRNAs en respuesta a tratamiento con doxorubicina 
 Se realizó un Análisis de la Varianza – ANOVA- (con una significación de p-valor ≤ 
0,05) para comparar la condición normal versus el tratamiento con DOXORUBICINApara las 
tres líneas celulares de cáncer de mama. De acuerdo con los resultados obtenidos, un total de 218 
miRNAs presentaban una expresión alterada significativamente tras el tratamiento. Dado que no 
todos los miRNAs cambiaban en las mismas líneas, se constituyeron siete grupos (I a VII): En el 
primer grupo se incluyeron los miRNAs que cambiaban  en las tres líneas celulares (grupo I : 13 
miRNAS), en el segundo aquellos que cambiaban en el MDA-MB-231 y MDA-MB-468 (grupo 
II:25 miRNAs); en el tercero los que cambiaban únicamente en la línea MCF-7 (grupo III: 69 
miRNAs), en el cuarto los que presentaban cambios en la línea celular MDA-MB-231 (grupo IV: 
46 miRNAs), y en el quinto los correspondientes a la línea MDA-MB-468 (grupo V: 52 miRNAs). 
El sexto grupo agrupó los miRNAs que cambiaban tanto en MDA-MB-231 como en MCF-7 
(grupo VI: 8 miRNAs), y finalmente en el séptimo grupo se aglutinaron aquellos que cambiaban 
comúnmente en las líneas MDA-MB-468 y MCF-7 (grupo VII: 5 miRNAs). El resultado de los 
grupos formados puede apreciarse gráficamente en el diagrama de Venn. (Fig 4.5). El listado 
completo de los miRNAs que componen cada grupo se muestra en la tabla suplementaria 1 
(Material suplementario). 





Figura 4.5 Diagrama de Venn donde se agrupan los miRNAs des-regulados en las tres líneas celulares 
de cáncer de mama tratadas con doxorrubicina. El diagrama representa los miRNAs expresados 
diferencialmente en cada línea celular por separado y las combinaciones entre cada una de las tres líneas 
celulares. Se encontró un total de 218 miRNAs con un perfil de expresión alterado de manera significativa. 
Estos miRNAs fueron clasificados en diferentes grupos según si cambiaban comúnmente en las tres líneas 
(grupo I), en MDA-MB-231 y MDA-MB-468 (grupo II), en las MCF-7 (Grupo III),  en MDA-MB-231 
(grupo IV), en MDA-MB-468 (grupo V), en MDA-MB-231 y MCF-7 (grupo VI), y en MDA-MB-468 y 
MCF-7 (grupo VII).  
 
 Algunos miRNAs (10) fueron seleccionados para validar los resultados del array 
mediante PCR en tiempo real (miR-27a-5p, miR 27b-5p, miR-29b-1-5p, miR-424-3p, miR-1972, 
miR-23a-5p, miR 449c-5p, miR-1207-5p, miR-1275, y miR-25-5p). Los valores de expresión 
obtenidos se muestran en la tabla 4.1. Los resultados confirmaron la infra-expresión de nueve de 
ellos y la sobre-expresión del miR-449c-5p. 
 El siguiente paso fue centrarnos en los valores de cambio de expresión de los miRNAs 
entre las condiciones control y tratamiento en cada uno de los grupos generados. En el grupo I, 
que contenía los miRNAs que cambiaban en las tres líneas celulares, todos los miRNAs mostraron 
la misma tendencia de aumento o disminución de su expresión en las tres líneas celulares; sin 
embargo, no todos ellos estaban sobre- o infra-expresados en cantidades similares. Varios 
miRNAs, como miR-27a-5p, miR-29b1-5p, miR-1972, y miR-449c-5p se vieron más afectados 
en líneas celulares triples negativas –TNBC- (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) que en la línea 
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luminal (MCF-7); otros, como miR-4298, y miR-1275, mostraron menor expresión en las células 
MCF-7 que en las células TNBC, mientras que miR-27b-5p mostró un cambio grande sólo en 
células MDA-MB-231. En el grupo II (el grupo TNBC), una vez más, la mayoría de miRNAs 
mostraron la misma tendencia de regulación, con la excepción de miR-940, que se encontró infra-
expresado en las células MDA-MB-231 y sobre-expresado en la línea MDA-MB- 468, y miR-
759 que se detectó sobre-expresado en las células MDA-MB-231. Dado que nuestro estudio se 
centró tanto en la respuesta global a doxorubicina como en las diferencias en la respuesta entre 
cáncer de mama triple negativo y luminal , los grupos I, II y III fueron seleccionados para análisis 
mediante Heat map (mapa de calor) . Este análisis mostró de nuevo patrones de expresión de 
miRNAs similares entre las líneas MDA-MB-231 y MDA-MB-468 que diferían 
considerablemente de aquellos observados en la línea de células MCF-7, tanto en condiciones 




















Figura 4.6 Mapas de calor (Heat maps) donde se representa la expresión diferencial de los miRNAs 
en las líneas celulares tratadas con doxorubicina. a) Se encontraron trece miRNAs que cambiaban 
significativamente su expresión en las tres líneas celulares (grupo I). b) Veinticinco miRNAs cambiaban 
en MDA-MB-231 y MDA-MB-468, pero no en células MCF-7 (grupo II). c) Sesenta y nueve miRNAs 
cambiaron significativamente en MCF-7, pero no MDA-MB-231 y MDA-MB-468 (grupo III). La escala 
de la expresión se muestra debajo de cada mapa de calor. Las cajas azules representan infra-expresión 
mientras que las cajas rojas representan sobre-expresión.  
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 3.2.3 Análisis de la expresión de miRNAs modulados por doxorubicina en línea 
celular de mama normal MCF10A. 
 Con el fin de confirmar que los cambios en la expresión de los miRNAs tras tratamiento 
con doxorubicina eran específicos de las células tumorales de cáncer de mama, se evaluó su 
expresión en células normales de mama MCF-10A. La línea celular MCF-10A fue tratada con 5 
µM de doxorubicina durante 24 horas. La expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo I 
(miRNAs que cambiaban de manera común en las tres líneas celulares tumorales) se analizó por 
PCR cuantitativa en tiempo real y fue comparada con la de las células no tratadas. Los resultados 
mostraron que el miR-1972, miR-1207-5p, y miR-1275 se sobre-expresaban significativamente 
tras tratamiento en esta línea celular normal, lo cual contrasta con lo observado en las líneas 
celulares de cáncer de mama. Sin embargo, el miR-27b-5p se infra-expresaba con el tratamiento, 
al igual que en las líneas celulares tumorales. El miR-449c-5p se sobre-expresaba tras el 
tratamiento, coincidiendo con lo visto en el array, pero su significación (p=0.048) se encontró al 
límite. El resto de los miRNAs no cambió significativamente su expresión (Tabla 4.1). 
 
 
Tabla 4.1 Validación mediante PCR real time de los cambios de expresión obtenidos en el microarray. 
Para la validación se utilizó el método del ΔΔCt. Como miRNA endógeno se utilizó el RNU43; la expresión 
de los miRNAs en situación control se consideró como estándar. Las diferencias de expresión entre los 
controles y los tratamientos con doxorubicina se analizaron estadísticamente mediante un Test T-student 








 4. Análisis de los genes diana de los miRNAs modificados por doxorubicina 
 El software MiRPath V2.1 (Diana Tools) se utilizó para determinar tanto los genes como 
las vías (microT-CDS), que están teóricamente regulados por los miRNAs alterados tras el 
tratamiento con doxorubicina en cada grupo generado en el diagrama de Venn. Las vías de 
regulación de los miRNAs encontradas se basaron en la complementariedad de alineación de 
bases de la región 3 'UTR, y fueron filtradas de acuerdo con un p-valor umbral de 0,05 y un 
umbral de 0,8 para microT. Los criterios de selección de las vías fueron la significación 
estadística, el número de genes diana, el número de miRNAs implicados en estas vías, el 
significado biológico y el impacto en el contexto de nuestro estudio. De este modo, vías (KEGG) 
como PI3K-Akt (hsa04151), Wnt (hsa04310), Cáncer (hsa05200), Adhesión focal (hsa04510), 
MAPK (hsa04010), ErbB (hsa04012), y Uniones adherentes (hsa04520), fueron seleccionadas en 
base a los criterios mencionados anteriormente y sometidas a análisis adicionales (Tabla 4.2).  
 
Tabla 4.2 Principales vías diana de miRNAs desregulados tras el tratamiento con doxorubicina en 
cada grupo. 
 Para cada vía, cada gen teóricamente regulado por uno de los miRNAs seleccionados en 
nuestro estudio, fue registrado y su interacción asignada a un Heat Map (Fig. supl. 1). De este 
modo, se obtuvieron los miRNAs con el mayor número de genes específicos en cada grupo (Tabla 
4.3). En el grupo I, el miR-1207-5p resultó ser el que mayor número de genes regulaba; en el 
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grupo II, miR-200c-3p, miR-9-5p y miR-940 mostraron el mayor número de interacciones de 
genes; en MCF-7 (grupo III) miR-548c-3p, y miR-1305 fueron los que regulaban un mayor 
número de genes por vía; mientras que miR-335-3p en MDA-MB- 231 (grupo IV) y miR-3163 
en células MDA-MB-468 (grupo V) regulaban el mayor porcentaje de la cantidad total de genes 
específicos en cada vía.  
 
Tabla 4.3 miRNAs con cambios significativos de expresión tras el tratamiento con doxorubicina que 
teóricamentre regulan un mayor porcentaje de genes dentro de cada vía.  
 
 5. Estudios funcionales 
 5.1 Impacto de la familia miR-449 en la respuesta a doxorubicina. 
 Al analizar los miRNAs que se modificaban significativamente tras tratamiento con 
doxorubicina en las tres líneas celulares, observamos que sólo uno de ellos, el miR-449c, 
aumentaba. Además, cuando nos centramos en los miRNAs que cambiaban de manera común en 
las líneas triples negativas (MDA-MB-231 y MDA-MB-468), observamos que también el miR-
449a, el miR-449b, el miR-449b* y el miR-34b*, todos de la misma familia que miR-449c, 
aumentaban su expresión de manera significativa (Tabla 4.4).  
 
Tabla 4.4 Cambios en la expresión de la familia miRNA-449 tras el tratamiento con doxorubicina en 
las tres líneas celulares obtenido en el array.  




 Por consiguiente, se procedió a analizar el posible papel de este grupo de miRNAs en 
respuesta a doxorubicina. Para ello, se transfectaron las líneas celulares con mímicos e inhibidores 
de los tres miRNAs de la familia miR-449. Posteriormente se trataron las líneas con doxorubicina 
5µM durante 24 horas como en los anteriores experimentos. 
 
Figura 4.10 Medida de la viabilidad por MTT en líneas celulares transfectadas con mímicos e 
inhibidores de la familia miR-449. Cada línea celular se transfectó con 50nM de mímicos/inhibidores de 
los tres miRNAs y se trató con doxorubicina 5 µM durante 24 horas. Cada experimento se realizó por 
triplicado y se analizó estadísticamente con un test T-Student de comparación de medias. Las 
comparaciones se realizaron respecto al control de transfección de cada línea celular. Una segunda 
comparación se realizó entre la transfección de mímicos e inhibidores y tratamiento con doxorubicina.  
(*p<0,05;**p<0,01).  
  
Cuando se transfectó con un miRNA control (aleatorio o “scramble”), volvimos a confirmar el 
efecto de la doxorubicina sobre la viabilidad de las líneas celulares: en MDA-MB-231 descendió 
al 60% (p=0,0024), en MDA-MB-468 descendió al 60% (p=0,0017) y en MCF-7 descendió al 
70% (p=0,022).  
 Al transfectar las células conjuntamente con mímicos de la familia miR-449 (miR-449a, 
miR-449b y miR-449c), observamos un descenso estadísticamente significativo de la viabilidad 
en condiciones normales (sin tratamiento) respecto al control sin mímicos: en MDA-MB-231 
descendió al 50% (p=0,004), en MDA-MB-468 descendió al 60% (p=0,001) y en MCF-7 
descendió al 60% (p=0,006). Cuando añadimos doxorubicina junto con los mímicos de la familia 
miR-449, la reducción de la viabilidad se hizo más patente respecto a los niveles obtenidos sólo 
con la transfección de mímicos: en MDA-MB-231 descendió al 20% (p=0,032), en MDA-MB-
468 descendió al 40% (p=0,018) y en MCF-7 descendió al 30% (p=0,019). 
 Al transfectar las células conjuntamente con los inhibidores de la familia miR-449, 
observamos que en condiciones normales (sin tratamiento) no se apreciaban diferencias 
estadísticamente significativas en cuanto a la viabilidad celular respecto a las células control, 
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rondando el 100%. Cuando además tratamos las células con doxorubicina junto con los 
inhibidores de la familia miR-449, no se observaron diferencias estadísticamente significativas 
en la viabilidad respecto a las condiciones normales (sin tratamiento). Además, esos valores de 
viabilidad fueron superiores respecto a aquellos obtenidos cuando tratamos las células con 
doxorubicina pero sin los inhibidores: en MDA-MB-231 aumentó al 80% (p=0,004), en MDA-
MB-468 aumentó al 80% (p=0,001) y en MCF-7 se mantuvo en el 70% (p=0,006). 
 En resumen, se observó un fuerte impacto en la viabilidad celular tras la introducción de 
mímicos o inhibidores de miR-449a, miR-449b y miR-449c, tanto en condiciones normales, como 
en condiciones de tratamiento con doxorubicina respecto de esas mismas condiciones sin 
transfección (Figura 4.10).  
 
 5.2 Efecto de la familia de miRNAs-449 sobre la viabilidad celular: análisis de las 
dianas génicas. 
 Una vez analizado el efecto de un aumento o descenso de los miRNAs de la familia 
miRNA-449 sobre la viabilidad celular, se estudió su posible interacción con dianas génicas con 
el objetivo de aclarar los posibles mecanismos de acción subyacentes a los descensos y aumentos 
de viabilidad celular. Para ello se analizaron genes descritos bien como potenciales dianas o bien 
como dianas ya probadas de esos miRNAs, involucrados en ciclo celular, obtenidos mediante el 
software bioinformatico miRWalk2.0, que combina no sólo sitios de unión de miRNA dentro de 
la secuencia completa de un gen, sino que también analiza esta información junto con los sitios 
de unión resultantes de 12 programas de predicción de genes miRNA (DIANA-microTv4.0, 
Diana-microT-CDS, MiRanda, mirBridge, miRDB4.0, miRmap, miRNAMap, PicTar2, PITA, 
RNA22v2, RNAhybrid2.1 y Targetscan6.2).(Tabla 4.5) 
 





Tabla 4.5 Análisis bioinformático de dianas génicas de la familia miR-449 mediante software 
miRWalk 2.0. Posibles genes afectados por el tratamiento con doxorubicina. SUM: sumatorio de la 
cantidad de programas bioinformáticos que predicen la interacción miRNA-gen 
 A continuación, se transfectaron las tres líneas celulares con mímicos e inhibidores de la 
familia de miR-449, para ver la posible regulación de las dianas génicas seleccionadas (SIRT1, 
E2F1, E2F3, GMNN, CDC25A, CDK2, BCL2  y CCNE2), que habían sido propuestas mediante 
el software bioinformático como dianas validadas de esta familia de miRNAs y que están 
implicadas en regulación de ciclo celular y apoptosis (Tabla 4.6). 





Tabla 4.6 Descripción de las dianas génicas de la familia miR-449 seleccionadas y las interacciones 
descritas con miRs-449.  




 Cuando en las líneas se incrementaron los tres miRNAs-449 (por la introducción de 
mímicos), la expresión de todas las dianas estudiadas disminuyó significativamente respecto de 
la situación control en las tres líneas celulares. Sin embargo, la disminución de los tres miRNAs-
449 (por la introducción de inhibidores), no condujo a cambios significativos de la expresión en 
los genes analizados. El tratamiento de las líneas celulares con doxorubicina produjo un descenso 
en la expresión de los genes relacionados con ciclo celular (SIRT1, GMNN, CDC25A, BCL2 y 
CCNE2), así como un aumento de CDK2 y de los factores E2F1 y E2F3 en las líneas celulares 
triple negativas. La inclusión de los tres miRNAs aumentó de manera significativa el efecto 
regulador a la baja de la doxorubicina, y concretamente en el caso de CDK2 y de los factores E2F, 
disminuyó su expresión como consecuencia de ser dianas de esta familia de miRNAs. Cuando se 
inhibieron los tres miRNAs, el efecto de la doxorubicina se revirtió en la línea celular MDA-MB-
231 donde la expresión de las dianas no varió significativamente respecto de las condiciones 
control, salvo en el caso de E2F1 y E2F3. Sin embargo, en MDA-MB-468 y MCF-7 los niveles 
de expresión de los genes aumentaron sustancialmente aunque sin llegar a los niveles de la 
condición control (Figura 4.11). 
 






Figura 4.11 Análisis de la expresión de dianas génicas y su relación con mímicos e inhibidores de la 
familia de miRNA-449.  






Cont. Figura 4.11 Análisis de la expresión de dianas génicas y su relación con mímicos e inhibidores 
de la familia de miRNA-449.  




Cont. Figura 4.11 Análisis de la expresión de dianas génicas y su relación con mímicos e inhibidores 
de la familia de miRNA-449.  




 5.3 Estudio de la expresión de familia de miRNAs-449 en las líneas celulares MDA-
MB-231 y MDA-MB-231 resistente a doxorubicina 
 Se estudió la viabilidad celular en la línea MDA-MB-231 resistente a doxorubicina. Los 
resultados mostraron que tras el tratamiento, la viabilidad de la línea MDA-MB-231 sensible (wild 
type – fenotipo normal-) se vio reducida al 40% (p=0,0022), mientras que en la línea resistente 
(MDA-MB-231R) la viabilidad celular sufrió un leve descenso no significativo respecto de su 
control resistente sin tratamiento, confirmando la resistencia al fármaco (Figura 4.12) 
 
 
Figura 4.12 Estudio de la viabilidad por MTT en las líneas MDA-MB-231 y MDA-MB-231R. Las 
MDA-MB-231 sin tratar se consideraron como control de viabilidad (100%), y las demás condiciones se 
referenciaron a ellas. Cada experimento se realizó por triplicado. Los resultados se analizaron 
estadísticamente mediante test T de Student de comparación de medias (**p<0,01). 231 WT: MDA-MB-
231 fenotipo salvaje; 231 R: MDA-MB-231 resistentes a doxorubicina; NO DOX: sin tratamiento; DOX: 
tratamiento con doxorubicina 5µM durante 24 horas.  
 
 Posteriormente analizamos la expresión de los miRNAs 449 (miR-449a, miR-449b y 
miR-449c) en línea sensible y resistente. Los resultados pusieron de manifiesto dos aspectos 
importantes; por un lado, volvimos a confirmar que el miR-449a (incremento ~3; p=0,002), el 
miR-449b (incremento ~4; p=0,001) y el miR-449c (incremento ~11; p=0,00002) se sobre-
expresan cuando las células MDA-MB-231 son tratadas con doxorubicina. Por otro lado, en la 
línea resistente estos miRNAs no alteraban su expresión de manera significativa tras el 
tratamiento con el fármaco (Figura 4.13). 
 
 




Figura 4.13 Análisis de la expresión de la familia de miRNAs-449 en las líneas MDA-MB-231 y MDA-
MB-231R mediante PCR en tiempo real. Para el análisis se utilizó el método del ΔΔCt. Como miRNA 
endógeno se utilizó el RNU43; la expresión de los miRNAs en las MDA-MB-231 se consideró como 
estándar. Las diferencias con el resto de condiciones se analizaron estadísticamente mediante un Test T-
student de comparación de medias. Cada medida de expresión se hizo por triplicado. 231C: MDA-MB-231; 
231D: MDA-MB-231 tratadas con doxorubicina 5μM durante 24 horas; 231R-C: MDA-MB-231 
resistentes; 231R-D: MDA-MB-231 resistentes tratadas con doxorubicina 5μM durante 24 horas. 
 
 5.4 Estudio de la viabilidad celular tras sobre-expresión de la familia de miRNAs-
449 en las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-231 resistente a doxorubicina (MDA-
MB-231R). 
 Con el objetivo de comprobar si la familia de miRNAs-449 podía estar implicada en la 
resistencia a la doxorubicina, la línea sensible (MDA-MB-231) y la resistente (MDA-MB-231R), 
se transfectaron con mímicos de los miRNAs-449. A continuación las líneas se expusieron al 
fármaco durante 24 y 48 horas.  
 En la línea sensible, tanto las células control (wild type), como aquellas que contenían el 
miRNA de control de transfección (scramble, Cy3) mostraron un crecimiento progresivo en el 
tiempo (~130% a 24hrs y ~170% a 48 hrs). Sin embrago, las células transfectadas con los mímicos 
de la familia miRs-449 presentaron un descenso de la viabilidad (~80% a las 24 hrs y ~70% a las 
48 hrs). Las diferencias fueron estadísticamente significativas respecto de los controles tanto para 
las 24 horas (p=0,003) como para las 48 horas (p=0,0001). Cuando se expusieron a doxorubicina, 
en las tres condiciones anteriores se produjo un descenso de viabilidad (~50% a 24 hrs y 40% a 
48 hrs), aunque en las células transfectadas con los mímicos de la familia miRs-449 el descenso 
se produjo más bruscamente (~30% a 24 hrs). 




 En la línea resistente (MDA-MB-231R) las células control y las transfectadas con el 
miRNA control mostraron nuevamente un aumento en la viabilidad de manera tiempo-
dependiente (~150% a 24hrs y ~200% a 48 hrs). Cuando se transfectaron con los mímicos de la 
familia miRs-449, hubo un descenso significativo en la viabilidad (~100% a 24hrs y ~110% a 48 
hrs) respecto de la condición control y la transfección con el miRNA control, aunque menos 
acusado que en la línea sensible. Tras tratamiento con doxorubicina, se volvió a poner de 
manifiesto la resistencia al fármaco, ya que tanto las células sin transfectar como las transfectadas 
con el miRNA control mantenían una tasa proliferativa similar a las no tratadas con doxorubicina. 
Sin embargo, en aquellas células transfectadas con los mímicos de la familia 449, la doxorubicina 
pareció tener un efecto drástico, reduciendo la viabilidad celular (~60% a 24hrs p=0,0012, y 
~30% a 48 hrs p=0,0001) (Figura 4.14) 
 
 
Figura 4.14 Estudio de la viabilidad por MTT en MDA-MB-231 y MDA-MB-231R tratadas con 
doxorubicina y transfectadas con mímicos de la familia de miRNAs-449. Se escogieron las MDA-MB-
231 sin tratar a tiempo cero (t0) como situación control de viabilidad (100%), y las demás condiciones se 
referenciaron al control en cada uno de los tiempos. Cada experimento se realizó por triplicado. Los 
resultados se analizaron estadísticamente mediante test T de Student de comparación de medias (**p<0,01). 
CONTROL: MDA-MB-231 fenotipo salvaje; CY3: MDA-MB-231 transfectadas con miRNA control; miRs: 
MDA-MB-231 transfectadas con miRNAs-449;+DOX: tratamiento con doxorubicina 5µM durante 24 
horas. 
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 5.5 Estudio de la regulación de dianas génicas tras sobre-expresión de la familia de 
miRNAs-449 en las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-231 resistente a 
doxorubicina. 
 Se analizó la expresión de las dianas génicas de la familia miRNAs-449 tanto en la línea 
sensible (MDA-MB-231) como en la resistente (MDA-MB-231R) tratadas con doxorubicina y 
transfectadas con mímicos de estos miRNAs.  
 En la línea sensible, la transfección con mímicos produjo la infra-expresión de todos los 
genes analizados de manera significativa, confirmando la interacción entre los miRNAs y sus 
dianas. Cuando tratamos la línea con doxorubicina, nuevamente se infra-expresaron todos los 
genes, a excepción de CDK2, E2F1 y E2F3, que se sobre-expresaron significativamente. 
Finalmente, cuando combinamos el tratamiento con doxorrubicina con los mímicos, todas las 
dianas volvieron a infra-expresarse. 
 En la línea resistente, encontramos que los niveles basales de E2F3 y BCL2 estaban 
reducidos respecto a la línea sensible, mientras que CDK2 estaba sobre-expresada de manera 
significativa. Al transfectar esta línea celular con los mímicos, todas las dianas se infra-expresaron 
significativamente, como sucedía en la línea sensible. Observamos también que en el tratamiento 
con doxorubicina los genes no presentaban variaciones de expresión respecto de su misma 
condición sin tratamiento, y que cuando combinábamos la doxorubicina con los mímicos de la 
familia miRs-449, todas las dianas génicas volvían a infra-expresarse (Figura 4.15). 
 





Figura 4.15 Análisis de la expresión de las dianas de la familia de miRNAs 449, en las líneas MDA-
MB-231 y MDA-MB-231R mediante PCR en tiempo real. Para el análisis se utilizó el método del ΔΔCt. 
Como mRNA endógeno se utilizó el GAPDH; la expresión de los mRNAs en las MDA-MB-231 se 
consideró como estándar. Las diferencias con el resto de condiciones se analizaron estadísticamente 
mediante un Test T-student de comparación de medias (*p<0,05;**p<0,01). Cada medida de expresión se 
hizo por triplicado.  
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 Se utilizó el software bioinformático STRING (http://string-db.org/) para estudiar las 
interacciones proteína-proteína conocidas y predichas entre los productos de las diferentes dianas 
génicas de la familia de miRNAs-449. Las interacciones incluyen asociaciones directas (físicas) 
e indirectas (funcionales), que se derivan de predicción computacional, a partir de la transferencia 
de conocimientos entre los organismos y de las interacciones agregadas a partir de otras bases de 
datos (primarios). De los genes de nuestro estudio, observamos que la mayor similitud (“score” 
cercano a valor de 1) se estableció entre CDK2-CCNE2 (0,999), CCNE2-E2F3 (0,997) y CDK2-
E2F1 (0,994) (Figura 4.16).  
 
Figura 4.16 Estudio de las interacciones entre los productos de las diferentes dianas génicas de la 
familia de miRNAs-449. 
 
 5.6 Analisis de la viabilidad y ciclo celular de MDA-MB-231 y MDA-MB-231 
resistente a doxorubicina tras sobre-expresión de la familia de miRNAs-449 en las líneas 
celulares mediante citometría de flujo. 
 El análisis de viabilidad celular en las MDA-MB-231 sensibles a doxorubicina mostró 
que tanto  tras la exposición al fármaco (supervivencia 40% p=2x10-3), como tras la transfección 
con mímicos de miRs-449 ( supervivencia 34,6% p=1x10-3), como tras la combinacion de 
tratamiento y transfección (supervivencia 10,4% p=4x10-4), el porcentaje de células vivas 
descendió significativamente respecto de las células en condiciones de crecimiento normales. 
 En la línea resistente (MDA-MB-231R), el tratamiento con doxorubicina no pareció 
afectar de manera significativa a la viabilidad celular. Sin embargo, la transfección con mímicos 
de la familia miR-449 (supervivencia 59.6% p=0,03) y la combinación de esta transfección con 
la exposición al fármaco (supervivencia 56,5% p=0,02) sí que produjeron un descenso 




significativo en la viabilidad respecto de la línea resistente en condiciones de crecimiento 
normales. (Figura 4.17). 
 
 
Figura 4.17 Estudio de viabilidad celular mediante citometría de flujo en MDA-MB-231 y MDA-MB-
231R tratadas con doxorubicina y transfectadas con mímicos de la familia de miRNAs-449. (A) 
Porcentaje de células apoptóticas. Marcaje celular con Anexina V (eje Y) / DAPI (eje X). (B) 
Representación en gráfica de barras del estudio de viabilidad celular. Experimentos realizados por 
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 Para el estudio del ciclo celular se obtuvo en primer lugar el perfil de la línea MDA-MB-
231 sensible y se obtuvieron los picos correspondientes a cada fase (Figura 4.18.A). Cuando esta 
línea celular se trató con doxorubicina, se transfectó con los mímicos miR-449, o se combinaron 
tratamiento y transfección, se observó una desregulación de las distintas fases del ciclo celular 
además de aumento o acumulación de células en fase G0/ G1. En la línea resistente MDA-MB-
231R se observaron resultados parecidos, excepto en el tratamiento con doxorubicina, donde las 





Figura 4.18 Estudio del ciclo celular mediante citometría de flujo en MDA-MB-231 y MDA-MB-231R 
tratadas con doxorubicina y transfectadas con mímicos de la familia de miRNAs-449. Histogramas de 
ciclo celular. Eje Y: número de eventos; Eje X: DAPI. (A). Histograma control de ciclo celular de la línea 
MDA-MB-231 representando las diferentes fases del ciclo (G0/ G1 morado; S amarillo, G2/M verde). (B) 
Histograma de ciclo celular tras las diferentes condiciones de tratamiento y transfección. 
 
  




 6. Estudio de la expresion de la familia miRs-449 en pacientes 
 6.1 Análisis de la expresión de los miRs-449 en pacientes de cáncer de mama 
 Se analizó la expresión de los miRNAs de la familia 449 (miR-449a, miR-449b y miR-
449c) en 12 muestras pareadas de pacientes de cáncer de mama, antes y después de ser tratadas 
con en neoadyuvancia con combinaciones de antraciclinas y otros fármacos (Tabla 4.8). Además 
se analizaron 8 muestras de mamas sanas como grupo control.  
 
Tabla 4.7 Resumen de las pacientes seleccionadas para el estudio. TN: triple negativo, Edad diag.: 
edad al diagnóstico, CDI: carcinoma ductal infiltrante, CLI: carcinoma lobulillar infiltrante, RCB: 
residual cancer burden; Observaciones QT: quimioterapia neoadyuvante, FEC: (5-Fluoruracilo/ 
Epirubicina/ Ciclofosfamida), CMF: (ciclofosfamida / metotrexato/5-fluorouracilo), At: 
(doxorubicina/paclitaxel) 
 
 Los niveles de expresión de esta familia de miRNAs fueron inferiores en las mamas sanas 
en comparación con las tumorales. Además, pudo apreciarse una tendencia al aumento de 
expresión del miR-449a y el miR-449b tras el tratamiento en las muestras tumorales. Sin embargo, 
ninguno de los resultados obtenidos resultó ser estadísticamente significativo (Figura 4.19 a). Se 
analizaron también los valores de expresión agrupando las pacientes según el RCB (Residual 
Cancer Burden- Carga Residual Tumoral), un índice utilizado para predecir la supervivencia tras 
el tratamiento. Los resultados no presentaron diferencias significativas en la expresión de la 
familia de miRNAs-449 entre las pacientes clasificadas como RCB1, RCB2 y RCB3, antes y 
después del tratamiento (Figura 4.19 b).  










Figura 4.19 Análisis de la expresión de la familia de miRNAs-449 en pacientes de cáncer de mama 
mediante PCR en tiempo real. a) Como miRNA endógeno se utilizó el RNU43; se compararon los niveles 
de expresión respecto del valor inverso del ΔCt. A nivel estadístico, se comprobó la normalidad mediante 
test Shapiro-Wilk, y se aplicó un test de comparación de medias no paramétrico para muestras emparejadas 
de Willcoxon. b) Se comparó la expresión de los miRNAs en las muestras de pacientes antes y después del 
tratamiento, teniendo en cuenta el RCB de cada paciente. Pre: paciente sin tratar; Post: Paciente tratada 












 6.2 Análisis de la expresión de las dianas de miRs-449 en pacientes de cáncer de 
mama 
 Se analizó también la expresión de las dianas génicas de la familia miRs-449 en las 
muestras de pacientes. Los resultados mostraron, que si bien existían niveles significativamente 
más elevados de expresión de los genes CDC25A, CCNE2 y CDK2 y más disminuidos de GMNN 
en las muestras tumorales respecto de las muestras de mama sanas, no se apreciaron diferencias 
significativas en la expresión de ninguno de los genes entre las muestras con o sin tratamiento.  
 
 
Figura 4.20 Análisis de la expresión de las dianas de la familia de miRNAs-449 en pacientes de cáncer 
de mama mediante PCR en tiempo real. Para el análisis se relativizó al inverso del ΔCt. Como mRNA 
endógeno se utilizó el GAPDH. Las diferencias entre las condiciones se analizaron estadísticamente 






























        V. Discusión         
105 
 
 El cáncer de mama triple negativo se caracteriza básicamente por la baja expresión o 
ausencia de receptor de estrógeno (ER), receptor de progesterona (PGR), y receptor del factor de 
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) (199). Actualmente representa una minoría (15%) de 
todos los cánceres de mama. Sin embargo, a pesar de su prevalencia escasa, esta forma de cáncer 
es ahora uno de los objetivos más importantes de la investigación oncológica debido a su 
naturaleza altamente agresiva y metastásica, y porque tiene un peor pronóstico (200) que los otros 
subtipos de cáncer de mama (201,202). Esto se debe principalmente a la falta de dianas 
moleculares específicas (203), lo que significa que la quimioterapia convencional es el principal 
tratamiento utilizado para estos pacientes. Las antraciclinas, específicamente las combinaciones 
de doxorubicina y taxanos (con ciclofosfamida y doxorrubicina), se encuentran entre los 
tratamientos más utilizados para esta forma de cáncer (203-205). En concreto, la doxorrubicina 
es un antibiótico considerado como uno de los agentes más eficaces en el tratamiento de este tipo 
de cáncer de mama (206). Sin embargo, la resistencia a este agente es frecuente, representando 
un posible obstáculo para el éxito del tratamiento. 
 Con el objetivo de proponer posibles mecanismos que puedan desencadenar la respuesta 
tanto favorable como desfavorable a este fármaco quimioterápico, hemos analizado la respuesta 
al tratamiento con doxorubicina en tres líneas celulares de cáncer de mama, dos de ellas de subtipo 
molecular triple negativo (MDA-MB-231 y MDA-MB-468), y una de subtipo luminal-A (MCF-
7). 
 Nuestro primer objetivo ha consistido en el análisis del efecto del fármaco en la viabilidad 
celular. Los resultados muestran que la exposición a doxorubicina reduce la viabilidad celular de 
manera tiempo-dependiente para una concentración fija de 5µM de fármaco, establecida en base 
a estudios previos (232-234). De acuerdo con los resultados de viabilidad obtenidos, el tiempo de 
exposición al fármaco necesario para que aproximadamente la mitad de nuestra población celular 
muera (confirmando el efecto de la doxorubicina), y la otra mitad se mantenga aún viable (con 
los consiguientes cambios moleculares producidos por el tratamiento) es de 24 horas.  De manera 
complementaria, mediante inmunoflorescencia por microscopía confocal, hemos comprobado 
que, tras administrarlo a las células, el fármaco se internaliza a nivel nuclear, confirmando lo 
descrito en estudios anteriores (235). 
 El objetivo de estudiar los perfiles de expresión de microRNAs (miRNAs) obedece al 
hecho de que se ha descrito que la desregulación de estas pequeñas moléculas de RNA no 
codificante es común en muchos tipos de cáncer humano; debido a que regulan transcritos clave 
que participan tanto en la iniciación y progresión de los tumores, como en la generación de 
resistencia a fármacos. Los miRNAs pueden actuar bien como oncogenes o bien como supresores 
tumorales, para inhibir o exacerbar la expresión de genes diana relacionados con el cáncer, así 
como para promover o suprimir la tumorigénesis (236, 238-240). Para este estudio hemos 




realizado un chip de miRNAs, con el objetivo de obtener los perfiles de expresión de miRNAs 
tanto en células tratadas como no tratadas. 
 El primer análisis global de los resultados obtenidos en el chip confirma que el 
tratamiento con doxorubicina supone un “impacto molecular” considerable en las células, pues se 
observa una gran des-regulación de miRNAs, o lo que es lo mismo, diferencias de expresión entre 
las líneas celulares tratadas y aquellas que no han recibido el tratamiento; el Análisis de 
Componentes Principales (PCA) muestra  cambios globales producidos por el tratamiento en cada 
línea celular, y nos ha permitido comparar las líneas entre ellas, estableciendo similitudes y 
diferencias globales de respuesta al tratamiento; mediante el diagrama de Venn hemos clasificado 
los miRNAs des-regulados en diferentes grupos  dependiendo de si el cambio se produce en una 
línea celular únicamente o si modifican su expresión de manera común en dos de ellas o en las 
tres; y finalmente mediante los mapas de calor (heatmaps) hemos ilustrado el sentido/tendencia 
del cambio de expresión (infra- o sobre-expresión) de los miRNAs en cada uno de los grupos 
generados. De este primer análisis se desprenden algunas conclusiones principales: la primera es 
que la doxorubicina ejerce un fuerte impacto molecular en la célula, puesto que se des-regulan 
gran número de miRNAs; la segunda es que subtipos moleculares similares, responden de manera 
similar al tratamiento (MDA-MB-231 y MDA-MB-468 presentan patrones similares de respuesta 
entre si y muy distintos del patrón de respuesta observado en MCF-7). Una tercera conclusión 
que obtenemos de este primer análisis global es que existen miRNAs comunes que se des-regulan 
en todas las líneas celulares, pudiendo representar un mecanismo de respuesta general al fármaco 
a nivel celular. La validación de la expresión de miRNAs mediante la técnica de PCR en tiempo 
real confirma los resultados obtenidos en el chip en las tres líneas celulares, y la inclusión en la 
validación de una línea sana de mama (MCF10A) donde no se observan los cambios de expresión 
de miRNAs que sin embargo se producen en las líneas tumorales tras el tratamiento, confirma 
que la mayoría de los miRNAs des-regulados (su tendencia y su intensidad de cambio) son 
característicos de las líneas tumorales. 
 El análisis bioinformático de los resultados del chip propone posibles procesos biológicos 
y vías moleculares que se ven o pueden verse alteradas como consecuencia del tratamiento en 
primera instancia, y de la de-regulación de miRNAs que el mismo puede suponer, en segunda 
instancia. Mediante el software mirPath2.0 hemos obtenido dianas génicas teóricas y probadas de 
los miRNAs que presentan alteración en las tres líneas celulares, y sobre las vías/rutas que pueden 
estar reguladas por esas dianas génicas. Las rutas afectadas como PI3K-Akt, Wnt, Cáncer, 
Adhesión celular (según KEGG pathways) están relacionadas con el desarrollo, la viabilidad, la 
malignidad y la integridad celular. 
 




 Algunos miRNAs de cada grupo parecen regular un alto porcentaje de genes dentro de 
estas vías. En el grupo I (MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7) se agrupan 13 miRNAs que 
pueden ser considerados como miRNAs de "respuesta común". En primer lugar, encontramos que 
todos estos miRNAs muestran la misma tendencia de aumento o disminución de su expresión en 
las tres líneas celulares, sin embargo no todos ellos presentan la misma tasa de cambio (Tabla 
suplementaria 1); la doxorrubicina produce mayor de-regulación en algunos miRNAs en las 
células triple negativas (MDA-MB-231, MDA-MB-468) que en la línea luminal (MCF-7). Un 
ejemplo es el miR-27a-5p, un miRNA que coordina la regulación del eje de señalización del 
EGFR, y cuyo aumento de expresión produce citotoxicidad y disminuye el crecimiento del tumor 
en un modelo murino (241). Por lo tanto, la regulación negativa de miR-27a-5p en las células 
MDA-MB-231 y MDA-MB-468 tras el tratamiento con doxorubicina puede representar un 
posible mecanismo de resistencia al fármaco. Por el contrario, la doxorubicina produce mayor de-
regulación (infra-expresión) del miR-1275 en células MCF-7 que en líneas celulares triple 
negativas. Se ha descrito que este miRNA suprime la expresión de la Claudina 11, promoviendo 
así la proliferación de células tumorales en células similares a células madre de gliomas humanos 
(242), aunque no hay evidencias descritas de su acción en el cáncer de mama hasta el momento.  
En el grupo II se agrupan los 25 miRNAs de-regulados tras tratamiento en las líneas celulares 
MDA-MB-231 y MDA-MB-468; por lo tanto, se ha considerado a este grupo como "miRNAs de 
respuesta común en líneas de cáncer de mama triple negativo". La mayoría de los miRNAs 
muestran la misma tendencia de la regulación, con la excepción del miR-940 que se infra-expresa 
en MDA-MB-231 y sobre-expresa en MDA-MB- 468. Este miRNA regula muchos genes de la 
ruta de cáncer, y se ha propuesto que tiene un papel anti-tumorigénico en respuesta a gliceolinas 
en células de cáncer de mama triple negativo a través de RhoA, un mediador importante de la 
invasión y metástasis (243). Con respecto a nuestros resultados, la regulación positiva de este 
miRNA en células MDA-MB-468 puede conducir a una menor invasividad, mientras que su 
regulación negativa en las células MDA-MB-231 podría reforzar su capacidad de invadir y 
metastatizar. También resultan interesantes los miRNAs en este grupo cuyo nivel de expresión 
difiere entre las dos líneas celulares. Por ejemplo, la infra-expresión del miR-92a-1-5p es mayor 
en MDA-MB-468 que en las células MDA-MB-231; este miRNA pertenece a la familia de 
oncomiRNAs 17-92, conocida por promover la tumorigénesis inhibiendo los mecanismos 
supresores de tumores, la apoptosis y la senescencia inducida por oncogenes a través de las 
intervenciones de los miRNAs que codifica (244). 
 En contraste el miR-21-3p, miR-222-5p, y miR-181-3p presentan mayor infra-expresión 
en MDA-MB-231 que en las células MDA-MB-468. El miR-21 parece jugar un papel importante 
en la resistencia del cáncer de mama a la quimioterapia (245). Además, el miR-222 se ha 
relacionado con resistencia a fármacos en células de cáncer de mama por su interacción con PTEN 




(246) y miR-181-3p pertenece a la familia de supresores de tumores miRNAs181, que se ha 
asociado con una sensibilidad mejorada a medicamentos en células de cáncer de mama por su 
interacción con la proteína de resistencia del cáncer de mama (BCRP) (247). La sobre-expresión 
del miR-200 se ha descrito en varios tipos de cáncer y su regulación está implicada en la 
promoción del crecimiento celular y en la transición epitelio-mesénquima (248). Nuestros 
resultados muestran una sobre-expresión en las células tratadas con doxorubicina, lo que sugiere 
que podría tener un papel en la resistencia. Por otra parte, la proteína FOG2, que inhibe la 
actividad de PI3K y suprime el crecimiento celular, ha sido validada como una de sus dianas 
(249). 
 La siguiente fase de nuestro estudio ha consistido en pasar del marco descriptivo al marco 
funcional. Por un lado, los miRNAs alterados en las tres líneas celulares representan parte de 
nuestro interés científico, sin embargo, uno de nuestros principales objetivos radica en estudiar la 
respuesta a doxorubicina en el subtipo molecular triple negativo. Las predicciones teóricas de los 
programas bioinformáticos, basadas en complejos algoritmos de predicción, no siempre se 
corresponden con lo que podemos encontrarnos en la realidad. Como se ha comentado en 
apartados anteriores, los miRNAs son pequeñas moléculas no codificantes de 20-25 nucleótidos 
que ejercen su función a través de la unión total o parcial de su secuencia a las regiones promotoras 
de los genes, pudiendo reprimir su transcripción de manera total o parcial, respectivamente (237). 
En este sentido, nos encontramos con que la de-regulación de los miRNAs tras el tratamiento 
puede ser positiva (sobre-expresión) o negativa (infra-expresión), por lo que aparecen dos 
posibles enfoques del estudio. 
 A la vista de los resultados, nos hemos centrado en los miRNAs que aumentan y que 
pueden ejercer un efecto directo en la regulación génica, puesto que parece más plausible que la 
presencia de un determinado miRNA pueda reprimir a un gen, que su ausencia permita la sobre-
expresión del mismo, ya que pueden existir distintos mecanismos de regulación alternativos 
implicados (250). Por tanto, al analizar los miRNAs comunes a todas las líneas celulares (grupo 
I) sobre-expresados tras el tratamiento, hemos observado que el único que aumenta su expresión 
es el miR-449c (1 de 13, un 8% del total del grupo). Tras analizar el grupo de los miRNAs que se 
sobre-expresan (13 de 25, un 52% del total del grupo) en las líneas triple negativas (grupo II), 
observamos que también el miR-449a, el miR-449b, el miR-449b* y el miR-34b* estan sobre-
expresados. Encontramos por tanto una familia de miRNAs enteramente des-regulada (sobre-
expresada) en respuesta al tratamiento en las líneas celulares triple negativas (miR-449c en común 
con la línea MCF-7, y miR-449a, miR-449b, miR-449b* y miR-34b* en exclusiva en triples 
negativas). Este hallazgo nos ha llevado a focalizar nuestro estudio a nivel funcional en esta 
familia de miRNAs, puesto que varios estudios relacionan a los miembros que la componen (miR-
449a, miR-449b, miR-449c y miR-34) con eventos de supresión tumoral en retinoblastoma (251), 
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cáncer de pulmón (252), glioblastoma (253), y cáncer de endometrio (255). Además se ha descrito 
su implicación como inhibidores de proliferación celular e inductores de quimio-sensibilidad en 
cáncer gástrico (256,257), y su papel en la supresión de invasión y metástasis en carcinoma 
hepatocelular (259,260). 
 El objetivo de nuestro estudio funcional ha sido determinar si la doxorubicina puede 
ejercer su efecto en parte a través de esta familia de pequeñas moléculas y, de manera paralela, si 
la inhibición de éstas puede atenuar la sensibilidad al fármaco. Para ello, hemos transfectado 
miméticos e inhibidores de los miRNAs miR-449a, miR-449b y miR-449c en las líneas celulares, 
observando que con los miméticos la viabilidad celular desciende en condiciones normales, y que 
ese descenso se acentúa todavía más tras el tratamiento con doxorubicina. Por el contrario, hemos 
observado que la transfección con inhibidores revierte el efecto del fármaco, ya que los niveles 
de viabilidad aumentan en las tres líneas celulares. Estos resultados ponen de manifiesto el 
impacto de esta familia de miRNAs en la viabilidad celular, de acuerdo con los estudios 
referenciados previamente (251, 256, 260).  
Con el objetivo de estudiar el mecanismo que puede tener relación con la 
susceptibilidad/resistencia a la doxorubicina mediada por esta familia de miRNAs, hemos 
utilizado de nuevo herramientas bioinformáticas (Mirwalk2.0) para obtener información sobre 
sus dianas génicas relacionadas con ciclo celular y su posible implicación en la respuesta al 
fármaco. Entre las principales dianas obtenidas se encuentran CDC25A, CDK2, E2F1 y E2F3, 
SIRT1, BCL-2, GMNN, y CCNE2. El gen CDC25A codifica para una fosfatasa que juega un papel 
importante en la regulación del ciclo celular mediante la eliminación de residuos fosfatos de 
tirosina y treonina de las ciclinas dependientes de quinasa; su actividad es necesaria para la 
activación de la ciclina 2 quinasa dependiente (CDK2) y la subsiguiente inducción de la entrada 
en la fase S del ciclo celular. CDC25A se sobre-expresa en los tumores de mama primarios y tal 
sobreexpresión se correlaciona con niveles más altos de la actividad enzimática de CDK2 in vivo 
(261). E2F1 y E2F3 presentan un rol dual, puesto que pueden actuar bien como reguladores 
positivos de la progresión del ciclo celular y también como inductores de la apoptosis, en especial 
cuando se activan por el daño a DNA (262). El gen de la Geminina (GMNN) juega un papel 
esencial en la iniciación de la replicación de DNA (263), y se ha descrito su posible implicación 
en progresión tumoral (264). El gen SIRT1 está implicado en la proliferación celular y juega un 
papel importante en la resistencia a fármacos en las células tumorales a través de su interacción 
con Bcl-2, especialmente durante la quimioterapia (265,266). La Ciclina E2 (CCNE2) está 
implicada en proliferación celular mediante la promoción de la iniciación de la replicación de 
DNA y la activación de CDK2. CCNE2 se incluye en un grupo de genes que predicen la 
progresión de la enfermedad tumoral, ya sea en resistencias a tamoxifeno o en cáncer de mama 
metastásico (267). Todos estos genes han sido descritos como dianas de la familia de miRNAs 
449, y sus interacciones se han relacionado con distintos tipos de cáncer (tabla 4.6 de Resultados).  




 Dado que hemos demostrado que la acción de la doxorubicina puede en parte llevarse a 
cabo a través de sobre-expresión de esta familia de miRNAs y al efecto regulatorio sobre sus 
dianas génicas, hemos decidido analizar las dianas moleculares tras el tratamiento y tras la 
transfección con miRNAs. En la línea celular MDA-MB-231 hemos observado la infra-expresión 
de 5 de los 8 genes analizados (CDC25A, SIRT1, BCL-2, GMNN, y CCNE2) tras el tratamiento 
con doxorubicina, a excepción de E2F1, E2F3 y CDK2 que presentan sobre-expresión. En la línea 
celular MDA-MB-468 hemos observado la infra-expresión de 7 de los 8 genes analizados 
(CDC25A, SIRT1, BCL-2, GMNN, CCNE2, E2F3 y CDK2) tras el tratamiento con doxorubicina, 
a excepción de E2F1 que presentan sobre-expresión. Estos resultados confirman que el 
tratamiento altera el correcto funcionamiento del ciclo celular, puesto que los genes relacionados 
con su control se infra-expresan. Por su parte, la sobre-expresión de los genes E2F1 y E2F3 puede 
explicarse debido a que son genes de respuesta a daño al DNA (269), en este caso originado por 
la acción de la doxorubicina (270), y en el caso de la sobre-expresión de CDK2, se ha descrito su 
interacción con E2F1 en mecanismos de resistencia a cisplatino (272).  
 De manera análoga, la transfección con mímicos de la familia miR-449 produce un efecto 
similar al tratamiento con doxorubicina en todos los genes, incluyendo los factores E2F1, E2F3 
y CDK2. Cuando, además de esta transfección con mímicos, se añade tratamiento, los niveles de 
expresión de las dianas génicas disminuyen todavía más. Otro resultado que apoya la hipótesis de 
la interacción directa entre los miRNAs-449 y los genes estudiados, es el hecho de que la 
transfección con inhibidores de los miRNAs no altera la expresión de sus genes diana; esto es, no 
presentan infra-expresión. Cuando además se incluye el tratamiento con doxorubicina, los niveles 
de expresión permanecen constantes y similares a las condiciones normales (sin tratamiento), 
salvo E2F1 y E2F3 que al no encontrarse reprimidos pueden sobre-expresarse en respuesta al 
daño celular. Estos resultados confirman que todos estos genes son dianas directas de estos 
miRNAs, y que los mismos pueden mediar en la respuesta celular al fármaco. 
 Para este estudio hemos podido utilizar además una línea MDA-MB-231 resistente a 
doxorubicina (MDA-MB-231R). El valor añadido de tener dos líneas celulares (MDA-MB-231 y 
MDA-MB-231R) cuyo criterio de distinción es la resistencia al fármaco, permite orientar el 
estudio de tal manera que las diferencias respecto a la expresión de miRNAs y de genes 
encontradas, estarán relacionadas directamente con la respuesta diferencial a la doxorubicina. 
Mediante la utilización de esta línea resistente hemos hallado algunos resultados relevantes 
respecto al proceso de resistencia al fármaco. En primer lugar hemos confirmado su resistencia a 
doxorubicina mediante estudios de viabilidad; las células tratadas con el fármaco presentan 
porcentajes de viabilidad similares a las células no tratadas. En segundo lugar, observamos que la 
familia de miRNAs-449 no se sobre-expresa en esta línea celular tras el tratamiento, a diferencia 
de la sobre-expresión observada tras el tratamiento en la línea sensible. El tercer dato relevante 
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es que la expresión de los genes relacionados con progresión de ciclo celular no sólo no disminuye 
tras el tratamiento; sino que CDK2 mantiene mayores niveles de expresión antes y después del 
tratamiento en comparación con la línea sensible. Además, los factores E2F1 y E2F3 no aumentan 
como respuesta a daño celular; de hecho E2F3 disminuye su expresión. La expresión de los genes 
CCNE2 y CDK2 difiere tras el tratamiento dependiendo de si las células utilizadas son o no 
resistentes a la doxorubicina: mientras que en la línea sensible CCNE2 disminuye con el 
tratamiento y CDK2 aumenta, en la línea resistente tanto CCNE2 como CDK2 permanecen 
inalterados. Existen estudios que han descrito la interacción entre estos dos genes y han 
relacionado su sobre-expresión con mecanismos de resistencia endocrina en cáncer de mama 
metastásico tras tratamiento con tamoxifeno (267). Además, mediante el programa STRING, que 
mide la interacción de proteínas, observamos una alta asociación entre las proteínas/productos de 
ambos genes, pudiendo implicar un proceso clave en la respuesta al fármaco. Estos resultados 
refuerzan la hipótesis de que estos miRNAs podrían modular en parte la respuesta a la 
doxorubicina a través de la regulación de sus dianas génicas. 
 Otro argumento que apoya esta hipótesis es el hecho de que la transfección de las células 
resistentes con miméticos, las sensibiliza al efecto de la doxorubicina; el hecho de introducirlos 
en la célula reduce la viabilidad “per se”, y cuando además se añade la doxorubicina, el efecto de 
reducción de viabilidad es mayor todavía. En cuanto a la expresión génica, la transfección con 
miméticos reduce significativamente la expresión de todas las dianas de ciclo celular, y esa 
reducción se mantiene cuando se añade el tratamiento. Estos resultados reafirman nuevamente la 
hipótesis de que los genes analizados son dianas directas de la familia de miRs-449, y que la 
sobre-expresión de los mismos sensibiliza las células resitentes a la doxorubicina a través de la 
regulación de sus genes diana.  
 Los resultados de los estudios de viabilidad y ciclo celular mediante citometría de flujo 
confirman que el tratamiento con doxorubicina produce un aumento de la apoptosis en detrimento 
de la viabilidad celular en las células sensibles pero no en las resistentes; sin embargo la 
introducción in vitro de los mímicos de la familia miR-449 afecta a la viabilidad tanto en la líneas 
sensibles como en las resistentes. El análisis del ciclo celular muestra que las células sensibles se 
des-regulan tras la exposición a doxorubicina, observándose un aumento de células en fase G1 y 
un decrecimiento de la tasa de células proliferativas (fase S+G2). Sin embargo en la línea celular 
resistente no se observa esta alteración del ciclo celular. Por contra, cuando ambas líneas se 
transfectan con los mímicos de la familia miR-449, el ciclo celular se modifica de manera similar 
a la observada en la línea sensible tras el tratamiento con el fármaco. Los resultados obtenidos 
están en sintonía con lo expuesto en otros trabajos, donde se ha descrito que el miR-449a inhibe 
la progresión del ciclo celular en células de tumor gástrico, provocando una acumulación de las 
mismas en fase G1 (256). 




 Todos estos resultados nos llevan a proponer a la familia de miRNAs-449, como una 
familia relacionada con la respuesta a doxorubicina, al menos en la línea MDA-MB-231, puesto 
que su elevada expresión en las células sensibles tras el tratamiento altera el ciclo celular, los 
genes que lo regulan, y en última instancia, la viabilidad (Figura 5.1).  
 
Figura 5.1 Diagrama propuesto para el efecto de la doxorubicina en el ciclo celular mediado por la 
sobre-expresión de la familia de miRNAs-449 y la regulación de sus dianas génicas 
 
 Esta elevada expresión de los miRNAs produce tales resultados cuando se genera como 
resultado del tratamiento y cuando se genera de manera artificial in vitro (transfección de 
miméticos). El hecho de que esta familia no vea alterada su expresión en células resistentes 
supone un argumento que refuerza la teoría propuesta en esta tesis doctoral; además, el incremento 
artificial in vitro de estas moléculas sensibiliza a las células al tratamiento, convirtiéndolo en 
efectivo y desencadenando el proceso apoptótico y la de-regulación de genes de ciclo celular.  
 Por último, hemos estudiado este grupo de miRNAs, así como sus dianas génicas, en 
pacientes. Las limitaciones de este estudio han sido el tamaño muestral (12 parejas de pacientes 
y 8 controles de reducciones mamarias sanas), la heterogeneidad muestral inherente a cada 
paciente, la calidad del material obtenido, y los tratamientos combinados con taxanos y otros 
agentes quimioterápicos. 
 Hemos realizado estudios de expresión de la familia de miRNAs-449, en los que no 
observamos cambios significativos en los pacientes antes y después del tratamiento. Tampoco se 
aprecian cambios significativos en la expresión de sus dianas antes y después del tratamiento. El 
hecho de que el tratamiento no aumente los miRNAs puede suponer un factor de mal pronóstico, 
puesto que ya se ha probado la influencia de estos miRNAs en la progresión del ciclo celular. 
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Sería interesante tener acceso a material biológico de aquellas pacientes que se hayan curado para 
medir los niveles de expresión de los miRNAs y de sus dianas y así comprobar si efectivamente 
los cambios en los niveles de expresión de los miRNAs y genes evaluados están en concordancia 
con la respuesta al fármaco a nivel clínico.  
 Como resultado de este trabajo de tesis, y tras una validación previa, proponemos una 
familia de miRNAs (miRNAs-449) y algunas de las dianas que regulan como posibles 
“marcadores predictivos” para el proceso de respuesta al tratamiento con doxorubicina en cáncer 
de mama triple negativo. Además, el papel de esta familia de miRNAs puede ser interpretado de 
dos maneras diferentes pero complementarias; por un lado, los resultados obtenidos muestran un 
aumento de sensibilidad al fármaco cuando se combina la introducción de los mímicos de la 
familia miR-449 y el tratamiento, lo que puede suponer una ventaja a la hora de utilizar dosis 
menores de fármaco que conlleven menos efectos secundarios a los pacientes. Por el otro, se pone 
de manifiesto un mecanismo de sensibilización de células resistentes tras la introducción de los 
mímicos de la familia miR-449, lo que puede suponer un paso importante para revertir resistencias 
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1. La doxorubicina ejerce un fuerte impacto molecular en la célula, puesto que se des-
regulan gran número de miRNAs. Líneas celulares del mismo subtipo molecular 
responden de manera similar al tratamiento (MDA-MB-231 y MDA-MB-468 presentan 
patrones similares de respuesta entre si y muy distintos del patrón de respuesta observado 
en MCF-7). Existen 13 miRNAs comunes que se des-regulan en todas las líneas celulares, 
pudiendo representar un mecanismo de respuesta general al fármaco, 25 miRNAs se des-
regulan en las líneas triple negativas, y 69 miRNAs en la línea luminal-A. 
2. Utilizando herramientas bioinformáticas determinamos que las principales vías de 
señalización afectadas por los miRNAs desregulados tras el tratamiento con doxorubicina 
son: cáncer, adhesiones focales, uniones adherentes, vía de Wnt y vía de PI3K/Akt.  
3. La familia de miRNAs-449 se encuentra sobre-expresada en respuesta al tratamiento en 
las líneas celulares triple negativas (miR-449c en común con la línea MCF-7, y miR-
449a, miR-449b, miR-449b* y miR-34b* en exclusiva en triples negativas). 
4. La transfección con mímicos de la familia de miRNAs-449 reduce la viabilidad celular 
en las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7, e incrementa la 
sensibilidad a doxorubicina. Por el contrario, la transfección con inhibidores revierte el 
efecto del fármaco, ya que los niveles de viabilidad aumentan en las tres líneas celulares.  
5. La transfección con mímicos de la familia miR-449 produce infra-expresión de CDC25A, 
CDK2, SIRT1, BCL-2, GMNN, CCNE2, E2F1 y E2F3 en las tres líneas celulares.  Por el 
contrario, la transfección con inhibidores de los miRNAs no altera la expresión de sus 
genes diana.  
6. El tratamiento con doxorubicina infra-expresa la mayoría de los genes diana analizados, 
a excepción de E2F1, E2F3 y CDK2 en MDA-MB-231 y E2F1 en MDA-MB-468, y su 
combinación con mimicos de miRNAs-449 potencia el descenso en todas las dianas.   
7. La familia de miRNAs-449 no se sobre-expresa en la línea celular MDA-MB-231R 
resistente a doxorubicina, tras el tratamiento con el fármaco a diferencia de la línea 
sensible. 
8. La transfección de las células MDA-MB-231R con mímicos miRNAs-449, revierte la 
resistencia a la doxorubicina produciendo un descenso significativo de la viabilidad, un 
incremento de las células en fase G1 del ciclo celular y una reducción significativa de la 
expresión de los 8 genes diana evaluados. 
9. La combinación de miméticos de miRNAs-449 con doxorubicina potencia los efectos 
observados en viabilidad, ciclo celular y reducción de la expresión de las dianas génicas. 
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10.  Los niveles de expresión de la familia de miRNAs-449 fueron inferiores en las mamas 
sanas en comparación con las tumorales. Además, pudo apreciarse una tendencia al 
aumento de expresión del miR-449a y el miR-449b tras el tratamiento en las muestras 
tumorales, que se confirma con lo encontrado en el estudio individual de cada paciente 
(un 33% de ellas sobre-expresa miR-449a y miR-449b). Se observaron niveles 
significativamente más elevados de expresión de los genes CDC25A, CCNE2 y CDK2 y 
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Tabla suplementaria 1. Resultados obtenidos en el array de expresión de miRNAs en las líneas celulares 
MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 tras tratamiento con doxorubicina. Nombre: nombre del miRNA. 
MiRbase: nombre utilizado en la nomenclatura miRbase. Secuencia: secuencia del miRNA. Fold: 
Incremento o decremento de expresión respecto de cada condición control sin tratamiento. P-value: valor 















F.Change p-valor F.Change p-valor  F.Change p-valor
hsa-miR-449c hsa-miR-449c-5p UAGGCAGUGUAUUGCUAGCGGCUGU 4.175 0.000 3.305 0.000 1.555 0.040
hsa-miR-1975 hsa-miR-1975 CCCCCACAACCGCGCUUGACUAGCU 1.303 0.044 1.561 0.003 1.377 0.019
hsa-miR-424-star hsa-miR-424-3p CAAAACGUGAGGCGCUGCUAU -1.595 0.044 -1.783 0.016 -1.869 0.011
hsa-miR-1207-5p hsa-miR-1207-5p UGGCAGGGAGGCUGGGAGGGG -1.748 0.012 -1.607 0.027 -1.856 0.007
hsa-miR-3141 hsa-miR-3141 GAGGGCGGGUGGAGGAGGA -2.107 0.004 -1.979 0.007 -2.178 0.003
hsa-miR-4298 hsa-miR-4298 CUGGGACAGGAGGAGGAGGCAG -2.691 0.000 -2.475 0.000 -4.672 0.000
hsa-miR-25-star hsa-miR-25-5p AGGCGGAGACUUGGGCAAUUG -3.027 0.005 -4.406 0.001 -2.430 0.018
hsa-miR-23a-star hsa-miR-23a-5p GGGGUUCCUGGGGAUGGGAUUU -4.410 0.000 -4.559 0.000 -4.438 0.000
hsa-miR-29b-1-star hsa-miR-29b-1-5p GCUGGUUUCAUAUGGUGGUUUAGA -4.770 0.000 -3.563 0.000 -2.138 0.006
hsa-miR-1275 hsa-miR-1275 GUGGGGGAGAGGCUGUC -5.960 0.000 -4.476 0.000 -16.287 0.000
hsa-miR-1972 hsa-miR-1972 UCAGGCCAGGCACAGUGGCUCA -6.299 0.001 -6.149 0.001 -2.949 0.031
hsa-miR-27b-star hsa-miR-27b-5p AGAGCUUAGCUGAUUGGUGAAC -6.986 0.000 -3.351 0.000 -3.691 0.000
hsa-miR-27a-star hsa-miR-27a-5p AGGGCUUAGCUGCUUGUGAGCA -22.989 0.000 -21.161 0.000 -6.680 0.000
GRUPO II
F.Change p-valor F.Change p-valor F.Change p-valor
hsa-miR-3127 hsa-miR-3127-5p AUCAGGGCUUGUGGAAUGGGAAG 3.918 0.002 3.501 0.004 -1.053 0.886
hsa-miR-449b hsa-miR-449b-5p AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC 2.832 0.000 2.041 0.002 1.288 0.184
hsa-miR-152 hsa-miR-152 UCAGUGCAUGACAGAACUUGG 2.814 0.000 1.738 0.020 1.046 0.832
hsa-miR-449a hsa-miR-449a UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU 2.385 0.004 2.275 0.005 1.053 0.834
hsa-miR-200c hsa-miR-200c-3p UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA 2.139 0.004 1.961 0.009 -1.004 0.985
hsa-miR-3198 hsa-miR-3198 GUGGAGUCCUGGGGAAUGGAGA 1.790 0.048 2.228 0.011 -1.049 0.860
hsa-miR-194 hsa-miR-194-1 UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA 1.588 0.043 1.977 0.006 -1.068 0.753
hsa-miR-449b-star hsa-miR-449b-3p CAGCCACAACUACCCUGCCACU 1.563 0.019 1.577 0.017 -1.147 0.420
hsa-miR-187 hsa-miR-187-3p UCGUGUCUUGUGUUGCAGCCGG 1.440 0.014 1.417 0.018 1.003 0.983
hsa-miR-642 hsa-miR-642a-5p GUCCCUCUCCAAAUGUGUCUUG 1.372 0.001 1.442 0.000 -1.106 0.200
hsa-miR-183 hsa-miR-183-5p UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU 1.291 0.028 1.417 0.005 1.174 0.143
hsa-miR-499-3p hsa-miR-499-3p AACAUCACAGCAAGUCUGUGCU 1.254 0.018 1.269 0.014 1.070 0.428
hsa-miR-759 hsa-miR-759 GCAGAGUGCAAACAAUUUUGAC 1.206 0.033 -1.231 0.020 1.053 0.517
hsa-miR-9 hsa-miR-9-5p UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA -1.212 0.020 -1.237 0.012 1.120 0.142
hsa-miR-940 hsa-miR-940 AAGGCAGGGCCCCCGCUCCCC -1.585 0.040 1.805 0.012 -1.404 0.114
hsa-miR-125b-1-star hsa-miR-125b-1-3p ACGGGUUAGGCUCUUGGGAGCU -2.066 0.001 -1.783 0.003 1.245 0.183
hsa-miR-886-3p hsa-miR-886-3p CGCGGGUGCUUACUGACCCUU -2.272 0.001 -2.616 0.000 -1.023 0.903
hsa-miR-125a-3p hsa-miR-125a-3p ACAGGUGAGGUUCUUGGGAGCC -2.365 0.000 -1.638 0.014 -1.237 0.237
hsa-miR-30c-2-star hsa-miR-30c-2-3p CUGGGAGAAGGCUGUUUACUCU -2.527 0.004 -2.225 0.010 1.336 0.292
hsa-miR-4270 hsa-miR-4270 UCAGGGAGUCAGGGGAGGGC -2.530 0.004 -1.956 0.027 -1.709 0.067
hsa-miR-181a-star hsa-miR-181a-3p ACCAUCGACCGUUGAUUGUACC -3.692 0.000 -1.946 0.020 -1.046 0.861
hsa-miR-21-star hsa-miR-21-3p CAACACCAGUCGAUGGGCUGU -4.097 0.000 -2.092 0.005 -1.488 0.087
hsa-miR-1308 hsa-miR-1308 GCAUGGGUGGUUCAGUGG -4.318 0.000 -3.013 0.003 -1.623 0.125
hsa-miR-222-star hsa-miR-222-5p CUCAGUAGCCAGUGUAGAUCCU -5.914 0.000 -2.093 0.001 1.231 0.250

















F.Change p-valor F.Change p-valor  F.Change p-valor
hsa-miR-1268_st hsa-miR-1268a CGGGCGUGGUGGUGGGGG -1.6477 0.0737 -1.7337 0.0518 -2.2881 0.0070
hsa-miR-371-5p_st hsa-miR-371a-5p ACUCAAACUGUGGGGGCACU 1.0224 0.7143 -1.1322 0.0573 1.3039 0.0007
hsa-miR-1294_st hsa-miR-1294 UGUGAGGUUGGCAUUGUUGUCU 1.0116 0.9348 1.3163 0.0696 1.3722 0.0406
hsa-miR-138-1-star_st hsa-miR-138-1-3p GCUACUUCACAACACCAGGGCC -1.4149 0.1162 -1.4727 0.0833 -2.3207 0.0015
hsa-miR-203_st hsa-miR-203a GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG -1.0418 0.6568 1.1618 0.1209 -1.2327 0.0382
hsa-miR-302a-star_st hsa-miR-302a-5p ACUUAAACGUGGAUGUACUUGCU -1.1277 0.1121 -1.1238 0.1219 1.2097 0.0188
hsa-miR-26a_st hsa-miR-26a-5p UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU -1.0398 0.4682 -1.0760 0.1847 -1.1943 0.0052
hsa-miR-3178_st hsa-miR-3178 GGGGCGCGGCCGGAUCG 1.5022 0.1523 1.4402 0.1958 -2.3674 0.0071
hsa-miR-3149_st hsa-miR-3149 UUUGUAUGGAUAUGUGUGUGUAU -1.2718 0.0831 1.1839 0.2091 1.6743 0.0016
hsa-miR-744_st hsa-miR-744-5p UGCGGGGCUAGGGCUAACAGCA 1.0630 0.7010 -1.2261 0.2139 1.6398 0.0079
hsa-miR-132_st hsa-miR-132-3p UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG 1.3838 0.1075 1.2771 0.2147 1.8732 0.0057
hsa-miR-370_st hsa-miR-370 GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU -1.3835 0.0682 -1.2335 0.2195 -1.5549 0.0185
hsa-miR-3195_st hsa-miR-3195 CGCGCCGGGCCCGGGUU 1.0805 0.7982 1.4498 0.2336 -3.0578 0.0027
hsa-miR-874_st hsa-miR-874 CUGCCCUGGCCCGAGGGACCGA 1.0299 0.8577 1.2169 0.2463 -1.4494 0.0398
hsa-miR-146a_st hsa-miR-146a-5p UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU -1.0956 0.5382 1.1857 0.2599 1.3895 0.0414
hsa-let-7d_st hsa-let-7d-5p AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU -1.0230 0.5741 -1.0454 0.2804 1.1750 0.0015
hsa-miR-106b-star_st hsa-miR-106b-3p CCGCACUGUGGGUACUUGCUGC -1.0194 0.8088 -1.0897 0.2910 1.3595 0.0019
hsa-miR-1292_st hsa-miR-1292-5p UGGGAACGGGUUCCGGCAGACGCUG-1.4112 0.2819 1.3935 0.2990 2.1753 0.0258
hsa-miR-96_st hsa-miR-96-5p UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU 1.1214 0.4788 1.1745 0.3248 1.4825 0.0273
hsa-miR-93_st hsa-miR-93-5p CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG 1.0612 0.3560 -1.0626 0.3463 1.1578 0.0357
hsa-miR-519c-5p_st hsa-miR-519c-5p CUCUAGAGGGAAGCGCUUUCUG 1.0584 0.6137 -1.1130 0.3480 -1.3939 0.0105
hsa-miR-519c-3p_st hsa-miR-519c-3p AAAGUGCAUCUUUUUAGAGGAU 1.0315 0.8317 -1.1490 0.3505 1.3924 0.0391
hsa-miR-32-star_st hsa-miR-32-3p CAAUUUAGUGUGUGUGAUAUUU -1.0706 0.5460 1.1090 0.3648 -1.4246 0.0073
hsa-miR-4327_st hsa-miR-4327 GGCUUGCAUGGGGGACUGG -1.1711 0.3088 -1.1409 0.3925 -1.5222 0.0153
hsa-miR-663_st hsa-miR-663a AGGCGGGGCGCCGCGGGACCGC -1.0077 0.9827 1.3394 0.4174 -3.0055 0.0082
hsa-miR-1915-star_st hsa-miR-1915-5p ACCUUGCCUUGCUGCCCGGGCC -1.1220 0.5751 -1.1820 0.4188 1.7857 0.0132
hsa-miR-3180-3p_st hsa-miR-3180-3p UGGGGCGGAGCUUCCGGAGGCC 1.0132 0.9691 1.3062 0.4378 -3.5683 0.0024
hsa-miR-557_st hsa-miR-557 GUUUGCACGGGUGGGCCUUGUCU -1.0497 0.7566 1.1288 0.4433 -1.4204 0.0405
hsa-miR-4286_st hsa-miR-4286 ACCCCACUCCUGGUACC -1.3588 0.2424 1.2178 0.4447 -2.1168 0.0109
hsa-let-7a_st hsa-let-7a-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU 1.0634 0.5072 1.0668 0.4860 -1.2385 0.0349
hsa-miR-99a_st hsa-miR-99a-5p AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG 1.0251 0.8828 1.1193 0.5069 -1.4946 0.0312
hsa-miR-3185_st hsa-miR-3185 AGAAGAAGGCGGUCGGUCUGCGG -1.3086 0.5429 1.3361 0.5127 -3.3659 0.0153
hsa-miR-655_st hsa-miR-655 AUAAUACAUGGUUAACCUCUUU 1.2386 0.0792 1.0727 0.5413 1.3552 0.0184
hsa-miR-222_st hsa-miR-222-3p AGCUACAUCUGGCUACUGGGU 1.0114 0.8815 1.0463 0.5534 1.2826 0.0058
hsa-miR-127-3p_st hsa-miR-127-3p UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU 1.1547 0.1934 -1.0648 0.5585 -1.2760 0.0377
hsa-miR-145-star_st hsa-miR-145-3p GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCU 1.0981 0.5623 1.0855 0.6109 1.4643 0.0318
hsa-miR-27a_st hsa-miR-27a-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC -1.1413 0.0815 -1.0364 0.6163 -1.1976 0.0234
hsa-miR-876-5p_st hsa-miR-876-5p UGGAUUUCUUUGUGAAUCACCA -1.0155 0.9019 -1.0644 0.6197 1.3702 0.0245
hsa-miR-654-5p_st hsa-miR-654-5p UGGUGGGCCGCAGAACAUGUGC -1.0388 0.8054 1.0781 0.6278 -1.5315 0.0154
hsa-miR-1287_st hsa-miR-1287 UGCUGGAUCAGUGGUUCGAGUC 1.0015 0.9944 1.1018 0.6373 1.5786 0.0419
hsa-miR-22_st hsa-miR-22-3p AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU 1.0049 0.9647 1.0517 0.6489 1.3272 0.0223
hsa-miR-29a_st hsa-miR-29a-3p UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA 1.0840 0.5651 1.0634 0.6602 -1.5856 0.0055
hsa-miR-1305_st hsa-miR-1305 UUUUCAACUCUAAUGGGAGAGA -1.0378 0.7196 1.0448 0.6722 1.3249 0.0165
hsa-miR-1231_st hsa-miR-1231 GUGUCUGGGCGGACAGCUGC -1.3922 0.4316 1.1914 0.6744 -2.9517 0.0207
hsa-miR-602_st hsa-miR-602 GACACGGGCGACAGCUGCGGCCC 1.0523 0.7826 1.0804 0.6759 -1.5416 0.0337
hsa-miR-4316_st hsa-miR-4316 GGUGAGGCUAGCUGGUG -1.0722 0.6108 -1.0579 0.6808 -1.3861 0.0307
hsa-miR-1197_st hsa-miR-1197 UAGGACACAUGGUCUACUUCU -1.0080 0.9295 1.0376 0.6812 1.2328 0.0342
hsa-miR-200c-star_st hsa-miR-200c-5p CGUCUUACCCAGCAGUGUUUGG -1.2122 0.2635 1.0703 0.6862 -3.6000 0.0000
hsa-miR-409-5p_st hsa-miR-409-5p AGGUUACCCGAGCAACUUUGCAU -1.0279 0.8599 1.0645 0.6896 -1.4621 0.0285
hsa-miR-23b-star_st hsa-miR-23b-5p UGGGUUCCUGGCAUGCUGAUUU -1.3597 0.2442 -1.0989 0.7135 -2.7723 0.0016
hsa-miR-514b-3p_st hsa-miR-514b-3p AUUGACACCUCUGUGAGUGGA -1.2771 0.0740 -1.0478 0.7153 1.5857 0.0031
hsa-miR-622_st hsa-miR-622 ACAGUCUGCUGAGGUUGGAGC -1.1466 0.1832 -1.0319 0.7513 -1.3662 0.0073
hsa-miR-103_st hsa-miR-103a-3p AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA 1.0662 0.1259 -1.0122 0.7607 1.1057 0.0243
hsa-miR-488-star_st hsa-miR-488-5p CCCAGAUAAUGGCACUCUCAA 1.0222 0.8965 -1.0490 0.7770 -1.5022 0.0299
hsa-miR-744-star_st hsa-miR-744-3p CUGUUGCCACUAACCUCAACCU -1.0205 0.8331 1.0274 0.7783 -1.2296 0.0483
hsa-miR-195_st hsa-miR-195-5p UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC 1.0129 0.9391 1.0460 0.7895 -1.5691 0.0181
hsa-miR-1908_st hsa-miR-1908 CGGCGGGGACGGCGAUUGGUC -1.1943 0.6786 1.1163 0.7969 -2.7563 0.0320
hsa-miR-125b_st hsa-miR-125b-5p UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA -1.0175 0.9288 1.0434 0.8263 -1.5171 0.0482
hsa-miR-580_st hsa-miR-580 UUGAGAAUGAUGAAUCAUUAGG -1.0315 0.7455 1.0201 0.8348 -1.2711 0.0246
hsa-miR-548u_st hsa-miR-548u CAAAGACUGCAAUUACUUUUGCG -1.2938 0.3067 1.0520 0.8372 -1.7090 0.0463
hsa-miR-589_st hsa-miR-589-5p UGAGAACCACGUCUGCUCUGAG 1.0062 0.9711 -1.0336 0.8460 1.5905 0.0165
hsa-miR-3118_st hsa-miR-3118 UGUGACUGCAUUAUGAAAAUUCU 1.0058 0.9596 -1.0206 0.8581 -1.3717 0.0151
hsa-miR-1228-star_st hsa-miR-1228-5p GUGGGCGGGGGCAGGUGUGUG -1.1967 0.6155 -1.0552 0.8800 -2.3763 0.0287
hsa-miR-548c-3p_st hsa-miR-548c-3p CAAAAAUCUCAAUUACUUUUGC 1.1272 0.4147 -1.0218 0.8815 1.3733 0.0450
hsa-miR-3183_st hsa-miR-3183 GCCUCUCUCGGAGUCGCUCGGA 1.3142 0.0704 -1.0195 0.8907 -1.3958 0.0321
hsa-miR-205_st hsa-miR-205-5p UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG 1.1248 0.6507 1.0279 0.9154 -1.8196 0.0359
hsa-miR-23a_st hsa-miR-23a-3p AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC -1.0011 0.9779 -1.0022 0.9572 -1.0924 0.0443
hsa-miR-650_st hsa-miR-650 AGGAGGCAGCGCUCUCAGGAC 1.0733 0.6684 -1.0056 0.9728 -1.6174 0.0114



















F.Change p-valor F.Change p-valor  F.Change p-valor
hsa-miR-192_st hsa-miR-192-5p CUGACCUAUGAAUUGACAGCC 2.6559 0.0088 1.5580 0.1815 -1.1166 0.7303
hsa-miR-146b-5p_st hsa-miR-146b-5p UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU 2.0927 0.0338 1.0495 0.8780 -1.0671 0.8367
hsa-miR-335-star _st hsa-miR-335-3p UUUUUCAUUAUUGCUCCUGACC 1.5688 0.0229 -1.2216 0.2691 -1.1161 0.5366
hsa-miR-34b-star_st  hsa-miR-34b-5p UAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUG 1.5430 0.0248 1.1153 0.5308 -1.0396 0.8224
hsa-miR-1264_st  hsa-miR-1264 CAAGUCUUAUUUGAGCACCUGUU 1.5341 0.0004 -1.0048 0.9578 -1.1242 0.2140
hsa-miR-3135_st  hsa-miR-3135a UGCCUAGGCUGAGACUGCAGUG 1.4992 0.0276 1.2630 0.1739 1.0594 0.7270
hsa-miR-4288_st hsa-miR-4288 UUGUCUGCUGAGUUUCC 1.4534 0.0351 -1.0425 0.7962 -1.0621 0.7086
hsa-miR-297_st hsa-miR-297 AUGUAUGUGUGCAUGUGCAUG 1.4409 0.0451 1.2659 0.1744 -1.1760 0.3405
hsa-miR-4303_st  hsa-miR-4303 UUCUGAGCUGAGGACAG 1.4277 0.0138 1.1250 0.3591 1.2012 0.1636
hsa-miR-1298_st  hsa-miR-1298 UUCAUUCGGCUGUCCAGAUGUA 1.4036 0.0003 1.1557 0.0561 -1.1204 0.1227
hsa-miR-4330 _st hsa-miR-4330 CCUCAGAUCAGAGCCUUGC 1.3878 0.0086 -1.0977 0.3901 1.0083 0.9387
hsa-miR-4263_st  hsa-miR-4263 AUUCUAAGUGCCUUGGCC 1.3779 0.0374 -1.0761 0.6022 -1.1648 0.2874
hsa-miR-219-1-3p_st  hsa-miR-219-1-3p AGAGUUGAGUCUGGACGUCCCG 1.3604 0.0445 1.0671 0.6445 1.2083 0.1929
hsa-miR-1204_st  hsa-miR-1204 UCGUGGCCUGGUCUCCAUUAU 1.3471 0.0333 1.0234 0.8554 1.0318 0.8048
hsa-miR-1252_st  hsa-miR-1252 AGAAGGAAAUUGAAUUCAUUUA 1.3245 0.0278 1.0686 0.5657 1.0814 0.4995
hsa-miR-20a-star _st hsa-miR-20a-3p ACUGCAUUAUGAGCACUUAAAG 1.3224 0.0421 1.0870 0.5101 1.0815 0.5354
hsa-miR-2113_st  hsa-miR-2113 AUUUGUGCUUGGCUCUGUCAC 1.3050 0.0365 1.0796 0.5113 1.1274 0.3101
hsa-miR-548o_st  hsa-miR-548o-3p CCAAAACUGCAGUUACUUUUGC 1.2501 0.0331 -1.0824 0.4100 1.1913 0.0836
hsa-miR-1279_st hsa-miR-1279 UCAUAUUGCUUCUUUCU 1.2480 0.0012 1.0526 0.3486 1.0598 0.2906
hsa-miR-1291 _st hsa-miR-1291 UGGCCCUGACUGAAGACCAGCAGU 1.2238 0.0034 1.0908 0.1429 1.0380 0.5134
hsa-miR-182 _st hsa-miR-182-5p UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU 1.1914 0.0287 1.0469 0.5281 1.1474 0.0747
hsa-miR-107 _st hsa-miR-107 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA 1.1541 0.0153 -1.0203 0.6985 -1.0246 0.6408
hsa-miR-1537_st  hsa-miR-1537 AAAACCGUCUAGUUACAGUUGU -1.1943 0.0460 1.0453 0.5889 1.1858 0.0540
hsa-miR-1912_st  hsa-miR-1912 UACCCAGAGCAUGCAGUGUGAA -1.2452 0.0486 1.1392 0.2164 -1.0782 0.4655
hsa-miR-630_st  hsa-miR-630 AGUAUUCUGUACCAGGGAAGGU -1.2813 0.0384 1.0153 0.8893 -1.2117 0.0967
hsa-miR-516a-3p _st hsa-miR-516a-3p UGCUUCCUUUCAGAGGGU -1.2861 0.0075 1.0640 0.4443 -1.1736 0.0638
hsa-miR-3191_st  hsa-miR-3191-3p UGGGGACGUAGCUGGCCAGACAG -1.3376 0.0473 1.0515 0.7093 -1.0716 0.6090
hsa-miR-611 _st hsa-miR-611 GCGAGGACCCCUCGGGGUCUGAC -1.3398 0.0432 1.0464 0.7322 -1.1313 0.3591
hsa-miR-711 _st hsa-miR-711 GGGACCCAGGGAGAGACGUAAG -1.3446 0.0107 1.1739 0.1281 -1.0621 0.5505
hsa-miR-4279 _st hsa-miR-4279 CUCUCCUCCCGGCUUC -1.3717 0.0226 1.0404 0.7489 -1.1211 0.3631
hsa-miR-4271 _st hsa-miR-4271 GGGGGAAGAAAAGGUGGGG -1.3766 0.0311 -1.2230 0.1500 1.1202 0.4027
hsa-miR-1253 _st hsa-miR-1253 AGAGAAGAAGAUCAGCCUGCA -1.4134 0.0236 -1.2317 0.1445 -1.0605 0.6680
hsa-miR-3116_st  hsa-miR-3116 UGCCUGGAACAUAGUAGGGACU -1.4371 0.0305 1.0231 0.8799 -1.1822 0.2800
hsa-miR-508-3p_st  hsa-miR-508-3p UGAUUGUAGCCUUUUGGAGUAGA -1.4503 0.0188 -1.0468 0.7440 1.0163 0.9083
hsa-miR-3126-3p_st  hsa-miR-3126-3p CAUCUGGCAUCCGUCACACAGA -1.4617 0.0115 1.1895 0.1979 -1.3029 0.0599
hsa-miR-4253 _st hsa-miR-4253 AGGGCAUGUCCAGGGGGU -1.4682 0.0131 1.0455 0.7422 -1.0525 0.7053
hsa-miR-936_st  hsa-miR-936 ACAGUAGAGGGAGGAAUCGCAG -1.5068 0.0055 1.1823 0.1928 -1.0957 0.4658
hsa-miR-1248 _st hsa-miR-1248 ACCUUCUUGUAUAAGCACUGUGCUAAA -1.5088 0.0172 -1.1184 0.4667 1.0862 0.5888
hsa-miR-1227_st  hsa-miR-1227 CGUGCCACCCUUUUCCCCAG -1.5369 0.0061 -1.0352 0.7936 -1.0022 0.9867
hsa-miR-519e _st hsa-miR-519e AAGUGCCUCCUUUUAGAGUGUU -1.6043 0.0235 -1.3109 0.1634 1.0695 0.7188
hsa-miR-1825_st  hsa-miR-1825 UCCAGUGCCCUCCUCUCC -1.8943 0.0283 -1.2815 0.3522 -1.0675 0.8031
hsa-miR-193a-5p_st  hsa-miR-193a-5p UGGGUCUUUGCGGGCGAGAUGA -2.2625 0.0071 -1.1918 0.4995 1.2543 0.3862
hsa-miR-181a-2-star_st  hsa-miR-181a-2-3p ACCACUGACCGUUGACUGUACC -2.3870 0.0116 1.0571 0.8526 -1.1172 0.7111
hsa-miR-663b_st hsa-miR-663b GGUGGCCCGGCCGUGCCUGAGG -2.5395 0.0014 -1.5819 0.0649 -1.5222 0.0873
hsa-miR-4304_st  hsa-miR-4304 CCGGCAUGUCCAGGGCA -2.8672 0.0021 -1.3663 0.2705 -1.3252 0.3179













F.Change p-valor F.Change p-valor  F.Change p-valor
hsa-let-7d-star_st hsa-let-7d-3p CUAUACGACCUGCUGCCUUUCU -1.1790 0.6134 2.6618 0.0095 -1.3593 0.3527
hsa-miR-362-5p_st hsa-miR-362-5p AAUCCUUGGAACCUAGGUGUGAGU -1.0268 0.9353 2.1439 0.0341 -1.2983 0.4291
hsa-miR-1226_st hsa-miR-1226 UCACCAGCCCUGUGUUCCCUAG 1.3096 0.3840 2.0285 0.0354 -1.0500 0.8728
hsa-miR-122_st hsa-miR-122 UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG 1.3036 0.3346 1.9762 0.0240 -1.2443 0.4234
hsa-miR-3197_st hsa-miR-3197 GGAGGCGCAGGCUCGGAAAGGCG 1.2411 0.2521 1.9742 0.0026 -1.1210 0.5365
hsa-miR-140-5p_st hsa-miR-140-5p CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG -1.0454 0.8831 1.9366 0.0453 -1.1472 0.6509
hsa-miR-1271_st hsa-miR-1271 CUUGGCACCUAGCAAGCACUCA 1.0742 0.7561 1.8085 0.0219 -1.4438 0.1287
hsa-miR-212_st hsa-miR-212 UAACAGUCUCCAGUCACGGCC 1.1097 0.6857 1.8058 0.0364 1.6048 0.0840
hsa-miR-200b_st hsa-miR-200b UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA 1.0076 0.9649 1.6721 0.0104 -1.1068 0.5602
hsa-miR-1290_st hsa-miR-1290 UGGAUUUUUGGAUCAGGGA 1.2242 0.1767 1.5511 0.0089 -1.1298 0.4036
hsa-miR-215_st hsa-miR-215 AUGACCUAUGAAUUGACAGAC 1.2471 0.1459 1.4827 0.0168 1.2939 0.0946
hsa-miR-770-5p_st hsa-miR-770-5p UCCAGUACCACGUGUCAGGGCCA 1.0454 0.7152 1.4641 0.0075 -1.0752 0.5529
hsa-miR-1304_st hsa-miR-1304 UUUGAGGCUACAGUGAGAUGUG 1.0270 0.8786 1.4596 0.0468 -1.0066 0.9700
hsa-miR-144_st hsa-miR-144 UACAGUAUAGAUGAUGUACU 1.0348 0.8199 1.4546 0.0254 -1.1624 0.3256
hsa-miR-3170_st hsa-miR-3170 CUGGGGUUCUGAGACAGACAGU -1.1015 0.4786 1.4354 0.0181 1.0677 0.6289
hsa-miR-4292_st hsa-miR-4292 CCCCUGGGCCGGCCUUGG 1.0051 0.9750 1.4337 0.0421 -1.0750 0.6562
hsa-miR-431_st hsa-miR-431 UGUCUUGCAGGCCGUCAUGCA 1.1034 0.4186 1.3836 0.0172 1.0316 0.7960
hsa-miR-186-star_st hsa-miR-186-3p GCCCAAAGGUGAAUUUUUUGGG 1.1253 0.1813 1.3784 0.0023 -1.1608 0.0984
hsa-miR-631_st hsa-miR-631 AGACCUGGCCCAGACCUCAGC -1.1017 0.4546 1.3732 0.0264 1.1663 0.2431
hsa-miR-24-2-star_st hsa-miR-24-2-5p UGCCUACUGAGCUGAAACACAG 1.1674 0.2522 1.3516 0.0372 -1.0774 0.5730
hsa-miR-516b_st hsa-miR-516b AUCUGGAGGUAAGAAGCACUUU 1.0245 0.8520 1.3334 0.0430 1.0799 0.5567
hsa-miR-1200_st hsa-miR-1200 CUCCUGAGCCAUUCUGAGCCUC -1.0486 0.6908 1.3163 0.0359 -1.1980 0.1465
hsa-miR-1185_st hsa-miR-1185 AGAGGAUACCCUUUGUAUGUU 1.1555 0.1690 1.2996 0.0211 1.0137 0.8929
hsa-miR-493_st hsa-miR-493 UGAAGGUCUACUGUGUGCCAGG -1.0128 0.8936 1.2680 0.0256 1.0689 0.4884
hsa-miR-623_st hsa-miR-623 AUCCCUUGCAGGGGCUGUUGGGU 1.1068 0.2700 1.2541 0.0241 -1.0539 0.5605
hsa-miR-618_st hsa-miR-618 AAACUCUACUUGUCCUUCUGAGU -1.0483 0.6240 1.2406 0.0402 1.0798 0.4286
hsa-miR-3129_st hsa-miR-3129 GCAGUAGUGUAGAGAUUGGUUU -1.0464 0.5084 1.2397 0.0072 1.0319 0.6456
hsa-miR-425_st hsa-miR-425 AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA 1.1229 0.1337 1.2384 0.0118 1.0982 0.2181
hsa-miR-888-star_st hsa-miR-888-3p GACUGACACCUCUUUGGGUGAA 1.0294 0.7433 1.2271 0.0355 1.0345 0.7011
hsa-miR-888_st hsa-miR-888-5p UACUCAAAAAGCUGUCAGUCA 1.0682 0.4424 1.2122 0.0390 1.1127 0.2230
hsa-miR-499-5p_st hsa-miR-499-5p UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU 1.0910 0.2719 1.1879 0.0420 1.0602 0.4547
hsa-miR-509-5p_st hsa-miR-509-5p UACUGCAGACAGUGGCAAUCA 1.1273 0.2257 -1.2347 0.0442 -1.0560 0.5720
hsa-miR-522_st hsa-miR-522-3p AAAAUGGUUCCCUUUAGAGUGU -1.0126 0.8996 -1.2632 0.0327 -1.0134 0.8930
hsa-miR-892b_st hsa-miR-892b CACUGGCUCCUUUCUGGGUAGA -1.0054 0.9583 -1.2839 0.0282 1.2346 0.0572
hsa-miR-559_st hsa-miR-559 UAAAGUAAAUAUGCACCAAAA -1.0568 0.5763 -1.2959 0.0195 -1.0036 0.9705
hsa-let-7e_st hsa-let-7e-5p UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU -1.0759 0.4500 -1.3115 0.0135 -1.0202 0.8345
hsa-miR-4297_st hsa-miR-4297 UGCCUUCCUGUCUGUG -1.0974 0.4663 -1.3165 0.0459 -1.1701 0.2275
hsa-miR-3143_st hsa-miR-3143 AUAACAUUGUAAAGCGCUUCUUUCG -1.2657 0.0874 -1.3259 0.0458 1.1166 0.4007
hsa-miR-545_st hsa-miR-545-3p UCAGCAAACAUUUAUUGUGUGC 1.0932 0.5067 -1.3601 0.0359 1.0713 0.6064
hsa-miR-1273_st hsa-miR-1273a GGGCGACAAAGCAAGACUCUUUCUU -1.1493 0.2943 -1.3735 0.0278 1.1669 0.2471
hsa-miR-1283_st hsa-miR-1283 UCUACAAAGGAAAGCGCUUUCU 1.1866 0.2017 -1.3827 0.0251 -1.1625 0.2574
hsa-miR-3190-3p_st hsa-miR-3190-3p UGGAAGGUAGACGGCCAGAGAG 1.0342 0.8261 -1.4118 0.0400 -1.2384 0.1788
hsa-miR-885-5p_st hsa-miR-885-5p UCCAUUACACUACCCUGCCUCU -1.1193 0.4365 -1.4194 0.0278 -1.0986 0.5145
hsa-miR-3130-3p_st hsa-miR-3130-3p GCUGCACCGGAGACUGGGUAA 1.0902 0.4615 -1.4202 0.0094 1.1364 0.2821
hsa-miR-875-3p_st hsa-miR-875-3p CCUGGAAACACUGAGGUUGUG -1.1943 0.2846 -1.4315 0.0430 1.1426 0.4170
hsa-miR-658_st hsa-miR-658 GGCGGAGGGAAGUAGGUCCGUUGGU 1.1617 0.1755 -1.4543 0.0037 -1.1383 0.2372
hsa-miR-629-star_st hsa-miR-629-3p GUUCUCCCAACGUAAGCCCAGC -1.1622 0.4373 -1.5123 0.0471 1.2001 0.3486
hsa-miR-3163_st hsa-miR-3163 UAUAAAAUGAGGGCAGUAAGAC 1.0191 0.9111 -1.5734 0.0181 -1.1076 0.5486
hsa-miR-337-5p_st hsa-miR-337-5p GAACGGCUUCAUACAGGAGUU 1.0161 0.8930 -1.7609 0.0004 1.1357 0.2953
hsa-miR-505-star_st hsa-miR-505-5p GGGAGCCAGGAAGUAUUGAUGU 1.4155 0.1468 -1.7930 0.0229 1.2066 0.4182
hsa-miR-139-3p_st hsa-miR-139-3p GGAGACGCGGCCCUGUUGGAGU 1.0902 0.6193 -1.8691 0.0031 1.2614 0.1952
hsa-miR-30b-star_st hsa-miR-30b-3p CUGGGAGGUGGAUGUUUACUUC -1.9111 0.0589 -2.1703 0.0281 -1.9147 0.0583
GRUPO VI
F.Change p-valor F.Change p-valor  F.Change p-valor
hsa-miR-548a-5p_st hsa-miR-548a-5p AAAAGUAAUUGCGAGUUUUACC 1.5306 0.0001 -1.0044 0.9547 -1.2808 0.0070
hsa-miR-208a_st hsa-miR-208a AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU 1.2192 0.0400 -1.1756 0.0846 -1.3102 0.0085
hsa-miR-4284_st hsa-miR-4284 GGGCUCACAUCACCCCAU 1.2076 0.0480 1.0601 0.5088 1.7704 0.0000
hsa-miR-653_st hsa-miR-653 GUGUUGAAACAAUCUCUACUG -1.2641 0.0101 1.0299 0.7081 -1.2962 0.0055
hsa-miR-1260b_st hsa-miR-1260b AUCCCACCACUGCCACCAU -1.7751 0.0216 -1.5411 0.0700 -3.0199 0.0003
hsa-miR-1280_st hsa-miR-1280 UCCCACCGCUGCCACCC -1.7989 0.0075 -1.3440 0.1318 -3.4097 0.0000
hsa-miR-1260_st hsa-miR-1260 AUCCCACCUCUGCCACCA -1.8681 0.0142 -1.0939 0.6880 -2.3544 0.0020
hsa-miR-1244_st hsa-miR-1244 AAGUAGUUGGUUUGUAUGAGAUGGUU -2.4415 0.0075 -1.2482 0.4407 -3.0696 0.0017
GRUPO VII
F.Change p-valor F.Change p-valor  F.Change p-valor
hsa-miR-3172_st hsa-miR-3172 UGGGGUUUUGCAGUCCUUA 1.5598 0.0865 3.2093 0.0004 6.8894 0.0000
hsa-miR-1973_st hsa-miR-1973 ACCGUGCAAAGGUAGCAUA 1.7920 0.0652 2.0757 0.0259 3.7257 0.0006
hsa-miR-4312_st hsa-miR-4312 GGCCUUGUUCCUGUCCCCA -1.0950 0.4788 1.3210 0.0447 1.3357 0.0380
hsa-miR-154_st hsa-miR-154 UAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCG 1.1522 0.0620 -1.2572 0.0060 -1.3047 0.0023
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Figura suplementaria 1. Representación de las interacciones entre miRNAs y mRNAs. Las interacciones 
se presentan a modo de cuadrado negro. En la columna se representan los miRNAs agrupados, mientras 
que en la fila se representan sus potenciales gene diana. En la figura se muestran las interacciones para la 
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Figura suplementaria 2. Consentimiento informado y aprobación por parte del Comité Etico de 
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